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RESUMO 
No desenvolvimento deste trabalho foram realizadas sínteses e 
caracterizações morfológicas, estruturais e magnéticas, de nanopartículas de óxido 
de ferro, do tipo Fe3O4 e metálicas (Fe
0) que foram obtidas através dos métodos de 
coprecipitação e termodecomposição, respectivamente, além de ensaios biológicos. 
As superfícies destas nanopartículas foram funcionalizadas com ligantes hidrofílicos 
e tiolados (-SH), com o objetivo de tornar estes sistemas biocompatíveis para 
atuarem como carreadores de óxido nítrico (NO) e agentes de contraste em 
ressonância magnética de imagem. Nanopartículas de Fe3O4, como a magnetita, 
foram sintetizadas através do método de coprecipitação, partindo dos sais 
FeCl3.6H2O e FeCl2.4H2O, em meio ácido. Em uma primeira etapa as superfícies 
destas nanopartículas foram recobertas com um ligante hidrofóbico, como o ácido 
oleico, a fim de se evitar formação de agregados e para posteriormente ser trocado 
por ligantes tiolados e biocompatíveis como o ácido mercaptosuccínico (MSA) e a 
cisteína (Cys) em razões molares Fe3O4:MSA/ Cys 1:40 e 1:20. Nanopartículas do 
tipo Fe3O4-MSA e Fe3O4-Cys, também foram obtidas com o recobrimento direto de 
suas superfícies. Esta segunda etapa de preparação foi realizada objetivando-se 
uma otimização no método de síntese. Nanopartículas de Fe0 foram sintetizadas 
pelo método da termodecomposição do precursor organometálico como o 
acetilacetonato de ferro III [Fe(acac)3]. As nanopartículas tioladas foram nitrosadas 
através do sal nitrito de sódio em meio levemente ácido, levando à formação de 
sistemas magnéticos doadores de óxido nítrico (-SNO). Estas nanopartículas foram 
caracterizadas por uma série de técnicas físico-químicas, para verificação dos 
aspectos estruturais, morfológicos e magnéticos e também foram testadas como 
carreadores de óxido nítrico em cultura de células tumorais e como agentes de 
contraste em células tronco. Os resultados mostraram que as nanopartículas 
tioladas são cristalinas, esféricas, com estreita distribuição de tamanhos e 
apresentaram comportamento superparamagnético. Além disto, atuam como 
carreadores de óxido nítrico no tratamento de células cancerosas, e como agentes 
de contraste em células tronco na ressonância magnética de imagem.  
Palavras-Chave: Nanopartículas, Óxido Nítrico, Aplicações Biomédicas, 
Agente de Contraste, Superparamagnetismo. 
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ABSTRACT 
In the development of this work were performed syntheses and morphological 
characterization - structural and magnetic - of iron oxide nanoparticles and the Fe3O4 
metal type (Fe0) which were obtained from the thermodecomposition and 
coprecipitation methods, respectively, and biological assays. The surfaces of these 
nanoparticles were functionalized with thiolated binders and hydrophilic (-SH), with 
the aim of making these biocompatible systems to act as carriers of nitric oxide (NO) 
and contrast agents in magnetic resonance imaging. Fe3O4 nanoparticles, such as 
magnetite, were synthesized by coprecipitation method, starting from FeCl3.6H2O 
FeCl2.4H2O salts and in acid medium. In a first step the surfaces of these 
nanoparticles were coated with a hydrophobic binder, such as oleic acid, in order to 
avoid clumping and to be subsequently exchanged for biocompatible thiolated 
binders and as mercaptosuccínico acid (MSA) and cysteine (Cys) Fe3O4 in mole 
ratios: MSA / Cys 1:40 to 1:20. Nanoparticles of Fe3O4-type MSA and Fe3O4-Cys 
were obtained with the direct coating their surfaces also. This second preparation 
step was conducted aiming to the optimization of the method of synthesis. Fe0 
nanoparticles were synthesized by the method of the organometallic precursor 
thermodecomposition as iron III acetylacetonate [Fe(acac)3]. The thiolated 
nanoparticles were nitrosadic by sodium nitrite salt in a slightly acid, leading to the 
formation of magnetic systems nitric oxide donors (-SNO). These nanoparticles were 
characterized by a number of physicochemical techniques for verification of the 
structural, morphological and magnetic aspects and were tested as carrier of nitric 
oxide in culture of tumor cells and as contrast agents for stem cells also. The results 
showed that thiolated nanoparticles are crystalline, spherical and with narrow size 
distribution and showed superparamagnetic behavior. In addition, nitric oxide acts as 
a carrier for the treatment of cancer cells and as contrast agents for stem cells in 
magnetic resonance imaging. 
Keywords: Nanoparticles, Nitric Oxide, Biomedical Applications, Contrast 
Agent, Superparamagnetism. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Por que usar compostos nanoestruturados? 
Os compostos nanoestruturados têm sido objeto de estudos em função de 
suas diversas aplicações em diferentes áreas que permeiam o cotidiano. A definição 
mais usual de nanociência é a ciência que se detém nos estudos de átomos e 
moléculas com pelo menos uma dimensão variando de 1 nm a aproximadamente 
100 nm. A aplicação desses estudos em dispositivos comerciais produzidos em 
escala para além da laboratorial compõe a nanotecnologia1. A síntese e 
caracterização de nanopartículas (NPs) superparamagnéticas são aplicadas nas 
tecnologias mais recentes com diversos objetivos: desde o armazenamento de 
dados, passando pelas catálises, sendo parte da composição de dispositivos em 
microeletrônica até, especialmente, aplicações biomédicas2,3,4,5,6. 
Aqui é dada uma atenção especial à aplicação da nanociência na área da 
medicina. Há um vasto número de aplicações desses compostos na área médica, 
dentre as quais podemos citar a marcação celular, carreadores de drogas, o 
aumento do contraste em ressonância magnética de imagem (RMI), e o uso em 
terapias fotodinâmicas no tratamento do câncer e doenças como malária, 
leishmaniose e tripanossomíase7.  Em todos esses usos, a utilização de compostos 
nanoestruturados permitiu um diagnóstico ou um tratamento mais eficaz, na medida 
em que se pode atuar diretamente no agente causador da enfermidade ou mapear 
com maior acuidade a área enferma.  
Vírus, bactérias ou mesmo as células, por exemplo, tem dimensões reduzidas 
e, desse modo, necessitam de algo que atue diretamente sobre eles sem que haja 
uma alta margem de erro. Nem sempre os compostos químicos são eficazes ou 
isentos de reações adversas, pois na maioria das vezes não agem somente sobre 
aquilo que se objetiva. Os compostos surgem nesse momento como esse elemento 
de ação direta.  
Dois exemplos simples nos servem aqui para justificar a importância dos 
compostos nanoestruturados para a medicina: a quimioterapia nos casos de câncer 
e a angioplastia nos casos de obstrução de vasos sanguíneos. A quimioterapia é o 
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método mais conhecido para o tratamento do câncer e consiste na utilização de 
compostos químicos para eliminar as células cancerígenas. No entanto, estes 
compostos afetam também as células saudáveis. Estes compostos químicos 
acarretam maior dano às células malignas do que às saudáveis devido às diferenças 
quantitativas entre os processos metabólicos dessas duas populações celulares, 
mas não há uma atuação seletiva. Por isto, o tratamento do câncer por esse método 
é em dada medida destrutivo. Já a angioplastia é o procedimento cirúrgico que tem 
como objetivo desobstruir uma artéria. O procedimento consiste na inserção de um 
minúsculo balão na ponta de um cateter que é insuflado dentro da artéria. No 
entanto, esse procedimento necessita da utilização de um anticoagulante e 
impossibilita a realização em pessoas que tem doenças hemorrágicas. Essa cirurgia 
também não pode ser feita em pessoas que sofreram um acidente vascular cerebral 
(AVC) em um período anterior de dois anos ou fizeram o mesmo procedimento 
anteriormente sem um espaço mínimo de um ano.  
O exposto acima ilustra a importância da nanociência na área médica. No 
primeiro caso, há a busca em elaborar compostos que atuem diretamente nas 
células cancerígenas, deixando as células saudáveis intactas. Já no segundo 
exemplo, um composto que fosse capaz de percorrer as artérias e vasos sanguíneos 
desobstruindo-os sem a necessidade de um procedimento cirúrgico, evitaria uma 
parte considerável dos 100 mil infartos que ocorrem no Brasil por ano. 
 
1.1.1. Nanopartículas magnéticas 
As principais características das nanopartículas superparamagnéticas 
responsáveis por torná-las foco de tanto interesse, são a formação de 
monodomínios magnéticos, a existência de grande área superficial em relação ao 
volume e a possibilidade de recobri-las com diversos tipos de ligantes específicos. 
Essa grande razão, área superficial:volume das NPs é uma característica vantajosa 
para torná-las funcionais ou para sua utilização no transporte de substâncias.  
A perspectiva é de se produzir sistemas com propriedades únicas, através do 
desenvolvimento de novos métodos de síntese e maior controle na obtenção desses 
materiais, minimizando sua polidispersão e sua heterogeneidade, medidas 
essenciais para a sua exploração completa e uso na construção de nanofármacos. 
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As NPs superparamagnéticas de óxido de ferro tais como magnetita (Fe3O4) ou 
maguemita (γ-Fe2O3) são amplamente utilizadas para aplicações biomédicas. Em 
diâmetros inferiores a 100 nm (de tamanho comparável a importantes sistemas 
biológicos) estas NPs, muitas vezes, tem um comportamento superparamagnético à 
temperatura ambiente, possibilitando que sejam guiadas ou imobilizadas em um alvo 
biológico específico através de um campo magnético externo. Também é possível 
que estas sejam utilizadas em carreamento de drogas e atuando como agente de 
contraste em RMI. Além disso, partículas menores que 100 nm apresentam menores 
taxas de sedimentação e melhor difusão tissular. Estudos toxicológicos também 
devem ser realizados para mensurar, principalmente, os efeitos de NPs 
superparamagnéticas de Fe3O4 no organismo, uma vez que são materiais muito 
reativos. 
Ainda há muitas questões a serem respondidas no que diz respeito à 
toxicidade e eficiência da utilização destes sistemas como carreadores de drogas e 
agentes de contraste. É dentro deste contexto que este trabalho se encaixa, ou seja, 
desenvolver novos sistemas de NPs superparamagnéticas de Fe3O4 tioladas, 
caracterizando-os por uma série de técnicas estruturais, morfológicas, 
espectroscópicas e magnéticas. Além de investigar a utilização dos mesmos como 
carreadores de óxido nítrico (NO) ao combate às células tumorais e como agentes 
de contraste em RMI, incorporando estas NPs em células tronco.  
 
1.1.2. Comportamento superparamagnético e área superficial 
Diferentemente dos materiais massivos, que geralmente se dividem em 
múltiplos domínios magnéticos para diminuir a energia magneto-estática, as NPs 
superparamagnéticas de Fe3O4 menores que um dado tamanho crítico (128 nm)
8, 
passam a constituir um único domínio magnético. Isso acontece porque, conforme 
as dimensões das partículas são reduzidas, o tamanho dos domínios também 
diminui, modificando a estrutura e a largura das paredes que os delimitam (figura 1). 
Porém, abaixo de certo limite, o decréscimo na energia devido à formação de 
múltiplos domínios passa a ser menor do que o aumento na energia devido à 
formação das paredes de domínio, tornando-se, portanto, um processo não 
vantajoso do ponto de vista energético. Abaixo desse diâmetro crítico (DC), os 
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monodomínios constituem a configuração mais favorável para as NPs. Para os 
óxidos de ferro, como a magnetita (Fe3O4) e maguemita (γ-Fe2O3), por exemplo, 
monodomínios são formados em partículas de 5–20 nm de diâmetro9. Materiais 
como esses apresentam comportamento denominado superparamagnético.  
O termo superparamagnetismo é utilizado para inferir uma analogia entre o 
comportamento de um pequeno momento magnético (µ) de um único átomo 
paramagnético e o de um momento magnético muito maior de uma partícula 
nanométrica que surge do acoplamento ferromagnético de muitos spins atômicos. 
Na figura abaixo pode ser visualizado essa formação nas Superparamagnetic iron 
oxide nanoparticles (SPIONs) :  
 
Figura 1: Representação da formação dos monodomínios magnéticos nas SPIONs abaixo do 
tamanho crítico. 
 
As NPs de magnetita são atraídas pelos campos magnéticos, porém não 
como um ímã convencional, elas exibem um comportamento superparamagnético. 
Isto significa que elas são fortemente atraídas por um campo magnético externo, 
mas logo que o campo é removido a sua magnetização é reduzida a zero, não 
mostrando nenhuma magnetização residual, como ilustrado na figura 2. 
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Figura 2: Gráfico de magnetização pelo campo magnético aplicado típico de materiais 
superparamagnéticos
9
. 
 
1.1.3. Propriedades estruturais da magnetita (Fe3O4) 
A magnetita possui uma estrutura conhecida como espinélio invertido. Esta 
estrutura é caracterizada pelo empacotamento de íons de oxigênio em um arranjo 
cúbico de face centrada, e os íons metálicos ocupando os sítios entre os oxigênios. 
Estes sítios são de dois tipos: no sítio tetraédrico (ou sítio A), o íon metálico está 
localizado no centro de um tetraedro cujos vértices são preenchidos por íons de 
oxigênio. No segundo sítio, chamado de octaédrico (ou sítio B), os íons metálicos se 
localizam no centro de um octaedro cujos vértices são íons de oxigênio. A célula 
contém 8 (oito) íons metálicos de sítio A, 16 (dezesseis) de sítio B e 32 (trinta e dois) 
oxigênios10, constituindo a estrutura ortorrômbica do composto, como pode ser 
visualizado na figura 3. 
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Figura 3: Estrutura ortorrômbica da magnetita. 
 
1.1.4. Influência da metodologia sintética nas propriedades das 
nanopartículas 
Como visto acima, para aplicações na área médica é necessário desenvolver 
métodos de obtenção de NPs que possuam alta magnetização, baixa polidispersão 
e que produzam NPs biocompatíveis. Portanto, os avanços no uso de partículas 
magnéticas em aplicações biomédicas dependem do aperfeiçoamento dos métodos 
de síntese para produção de amostras específicas com características apropriadas. 
Sendo assim, a primeira etapa desta pesquisa teve como objetivo explorar os efeitos 
de parâmetros como tamanho, forma, distribuição, cristalinidade e recobrimento nas 
propriedades magnéticas de NPs de ferro, além de comparar e relacionar essas 
características aos métodos de síntese utilizados. 
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1.1.4.1. Coprecipitação  
Óxidos de ferro podem ser sintetizados pela coprecipitação11 alcalina de sais 
de Fe3+ e Fe2+, apresentando dependência das condições reacionais precisas na 
composição e morfologia das NPs resultantes. Esse método também é adequado 
para preparação de ferritas multimetálicas mais complexas. O controle de tamanho, 
forma e composição das NPs depende do tipo de sal utilizado (cloretos, sulfatos, 
nitratos, percloratos, entre outros), razão (Fe2+:Fe3+), pH e força iônica do meio12. 
Ainda não há um consenso entre os pesquisadores em relação às características 
ideais que esses sistemas nanoparticulados devem apresentar para as aplicações 
biomédicas e é dentro desta ideia a motivação para esta pesquisa. Um grande 
desafio para aplicações de NPs de ferro em medicina e biologia, ainda é a 
funcionalização e a biocompatibilização. 
 
1.1.4.2. Termodecomposição 
Dos métodos para obtenção de NPs descritos na literatura, aquele que 
fornece melhores resultados em relação ao controle de tamanho e distribuição, 
envolve a decomposição térmica de precursores organometálicos, ou seja, 
compostos de coordenação que possuam ligações metal-Carbono.13,14,15. O 
mecanismo proposto em 1950 por La Mer16 elucida a formação de NPs metálicas in 
situ que podem ser obtidas a partir de compostos de coordenação, como ilustrado 
na figura 4: 
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Figura 4: Representação esquemática de formação de NPs pelo mecanismo de La Mer. (a) 
metal e ligantes; (b) redução e nucleação; (c) adsorção; (d) redução e crescimento; (e) estabilização 
da NP. 
 
Inicialmente, partem-se dos íons do metal e ligantes que irão compor a 
camada estabilizante da NP (a). No próximo passo ocorre a complexação seguida 
da nucleação (b e c). Essas duas etapas são normalmente favorecidas pelo 
aquecimento do sistema, pois o processo de nucleação e a redução ocorrem devido 
à oxidação das espécies presentes, que pode ser o próprio ligante. Após a formação 
das sementes constituídas por aglomerados subnanométricos (c), ocorre a adsorção 
e complexação dos íons (d), os quais, por redução, promovem o crescimento das 
NPs até alcançar a estabilização, ou seja, o tamanho final (e). Assim, diversos 
fatores influenciam no tamanho final e distribuição das NPs17. O controle do tamanho 
é determinado pela etapa de adsorção e crescimento, influenciado pela temperatura 
de reação, a qual controla a reatividade da superfície, da concentração ou razão 
molar entre os ligantes e o metal, do tamanho do ligante utilizado, além da afinidade 
metal-ligante. Esses últimos estão relacionados à disponibilidade de sítios de 
adsorção e crescimento. Por exemplo, quanto maior a razão molar ligante-metal, 
mais o equilíbrio estará voltado para a espécie ligada, impedindo o crescimento e, 
como resultado, partículas menores serão obtidas ao se utilizar altas concentrações 
de ligantes. Do mesmo modo, quanto mais extenso e mais volumoso o ligante, mais 
impedido será o acesso de íons para promover o crescimento. Por exemplo, o ácido 
(a)         (b)  (c) 
(d) (e) 
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oleico é normalmente empregado como ligante e o análogo, ácido octadecanóico, 
não estabiliza eficientemente NPs18. Do ponto de vista da distribuição de tamanhos, 
é importante que a agitação do sistema se mantenha vigorosa para que não existam 
gradientes de temperatura e concentração dentro do sistema. Além disso, a adição 
de reagentes normalmente se dá por meio de uma rápida injeção e, portanto, os 
processos de nucleação e de crescimento ocorrem simultaneamente em todo o 
sistema.  
A cinética de formação de NPs pelo mecanismo de La Mer segue a tendência 
indicada na figura 516. 
 
Figura 5: Esquema da cinética de formação de NPs pelo mecanismo de La Mer. 
 
1.1.5. Funcionalização da superfície das nanopartículas 
Como visto nos itens anteriores as nanopartículas magnéticas de ferro têm 
despertado o interesse da comunidade científica para possíveis aplicações 
biomédicas, uma vez que suas superfícies podem conter camadas de ligantes 
biocompatíveis, como por exemplo, uma monocamada de tióis (R-SH), conhecida 
como camada protetora, a qual permite a introdução de grupos funcionais por 
modificações químicas9,19. Devido a essa característica, uma etapa de extrema 
relevância para essa pesquisa é a funcionalização da superfície das NPs 
superparamgnéticas, para torná-las biocompatíveis e solúveis em água a um pH 
fisiológico. Objetivando, portanto, tornar estes sistemas veículos carreadores e 
liberadores de drogas, uma etapa importante é funcionalizar as superfícies das NPs 
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através da troca de ligantes como ilustrado na figura 6. Esta etapa consiste na troca 
de um ligante hidrofóbico para um ligante hidrofílico na superfície da partícula. 
 
Figura 6: Esquema de funcionalização de uma NP. 
 
1.2. Aplicações biológicas 
A seguir serão descritos como são desenvolvidos os mecanismos destas 
nanopartículas para utilização como carreadores de drogas, explicando a química do 
óxido nítrico e aplicação como agente de contraste na RMI para aplicações 
biomédicas.  
 
1.2.1. A química do óxido nítrico 
O NO é uma molécula sintetizada endogenamente, chave no sistema 
biológico, envolvido em importantes processos fisiológicos, como o controle do tônus 
vascular, a broncodilatação, a neurotransmissão, a defesa imunológica, a 
cicatrização cutânea, a inibição da agregação e da adesão de leucócitos e 
plaquetas, entre outras20,21.  
Estudos já apontaram que o NO é sintetizado por vários tipos celulares da 
pele humana, no qual regulam diversas funções homeostáticas, como o controle do 
fluxo sanguíneo dérmico, a promoção da cicatrização cutânea, a pigmentação da 
pele, as ações antienvelhecimento, combate ao câncer de pele e defesa contra 
patógenos da pele22,23. Esses veículos carregadores e liberadores de NO podem ser 
usados em tecidos alvos e locais de aplicação, como a pele, para modular 
localmente a cinética de liberação de NO24,25. 
A busca pelo aprimoramento desta técnica é importante, pois até o presente 
momento, as estratégias para a liberação controlada de NO tem apresentado 
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algumas limitações para uso terapêutico, como a insuficiente duração da liberação 
de NO, no local de interesse, a rápida inativação da molécula precursora de NO, a 
baixa biocompatibilidade ou baixa solubilidade do veículo doador de NO e a 
liberação de NO antes que o mesmo atinja o local de interesse26. Além disto, altas 
concentrações de NO podem ter ações deletérias, como danos às proteínas e ao 
ácido desoxirribonucleico (DNA). Sendo um radical livre, o NO é uma molécula 
pequena e relativamente instável. No meio celular, há muitas espécies capazes de 
desativá-lo imediatamente. Tióis (-SH) de baixo peso molecular, encontrados no 
plasma humano, são facilmente nitrosados gerando os S-nitrosotióis (RSNOs), que 
são significativamente mais estáveis que o próprio NO27. Os RSNOs são moléculas 
biologicamente ativas capazes de carregar e doar o NO in vivo, além de 
apresentarem muitas das propriedades biológicas atribuídas ao próprio NO. Até o 
presente momento, as estratégias que vem sendo utilizadas para liberação 
controlada de NO, visando aplicações biomédicas, apesar de alcançarem avanços 
científicos consideráveis, ainda não provaram serem ideais. As maiores limitações 
desses sistemas liberadores de NO são, a rápida liberação de NO para o meio 
fisiológico, a rápida difusão da molécula doadora de NO, a insolubilidade do veículo 
doador de NO em meio aquoso, e a toxicidade do mesmo e/ou dos subprodutos 
formados após a liberação de NO. 
Considerando esse contexto e buscando superar algumas limitações a fim de 
aumentar a utilidade e importância de sistemas doadores de NO, a pesquisa no 
campo da nanotecnologia como ferramenta na preparação de materiais 
carregadores e liberadores de NO, com potencial de uso em aplicações tópicas tem 
sido cada vez mais investigada e desenvolvida21,25,28. Devido às várias ações 
bioquímicas do NO, juntamente com as características das NPs 
superparamagnéticas de Fe3O4 há um grande interesse no desenvolvimento de 
agentes capazes de liberá-lo de maneira controlada em sistemas vivos, onde o NO 
possa desempenhar seus efeitos terapêuticos27.  
Nesta pesquisa, as NPs de Fe3O4 foram sintetizadas e recobertas com 
moléculas de baixas massas moleculares que contém grupos tióis (-SH), como o 
ácido mercaptosuccínico (MSA) e a cisteína (Cys). Os grupamentos (–SH) presentes 
na superfície nas NPs tioladas foram nitrosados (pela adição de nitrito de sódio em 
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meio ácido) gerando NPs nitrosadas doadoras de NO. A figura 7 representa 
esquematicamente essa estratégia de obtenção de NPs doadoras de NO.  
          
Figura 7: Representação esquemática da nitrosação de partículas tioladas de óxido de ferro 
gerando partículas magnéticas doadoras de NO. 
 
1.2.1.1. Carreadores de óxido nítrico 
Como visto, o intuito deste trabalho foi o de superar as limitações e aumentar 
a utilidade e importância desses sistemas doadores de NO, a tendência atual da 
pesquisa é orientada para combinar os doadores de NO (como os RSNOs) às NPs 
superparamagnéticas de ferro recobertas com ligantes tiolados. Essa estratégia 
apresenta potencial promissor para as aplicações biomédicas do NO. 
A grande vantagem dessa estratégia baseia-se na elevada capacidade de 
carreamento de NO na superfície das NPs e esse material apresenta grande 
potencial de aplicação in vivo diretamente em tecidos alvos através da aplicação de 
um campo magnético, carregando e liberando o NO diretamente no órgão/tecido de 
interesse. Levando em conta que uma das grandes características das NPs 
superparamagnéticas de Fe3O4 é responder imediatamente a um campo magnético 
e após a retirada deste campo não há magnetismo remanescente.  
 
1.2.2. Agente de contraste 
Outra importante aplicação para as NPs superparamagnéticas é a marcação 
de células para diagnósticos em exames por RMI. A marcação celular ideal não 
deve gerar efeitos colaterais, tais como afetar o metabolismo e a divisão celular ou 
provocar apoptose. 
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A ressonância magnética é uma ferramenta especialmente útil para a ciência 
médica de diagnóstico e o aumento do contraste pela adição das NPs 
superparamagnéticas ajuda exponencialmente tal ferramenta. Com base em tempos 
de relaxamento diferentes, imagens de ressonância magnética podem ser 
classificadas como T1 (tempo de relaxamento longitudinal) ou T2 (tempo de 
relaxação transversal). Os agentes de contraste para RMI podem ajudar a 
esclarecer imagens, desta forma, permitindo uma melhor interpretação29. 
Em linhas gerais o processo se dá da seguinte forma: sob um campo 
magnético aplicado B0, um momento magnético é induzido nas SPIONs. Este 
momento magnético perturba os processos de relaxação magnética dos prótons da 
água em torno deles, encurtando o tempo de relaxamento transversal T2 (spin-spin). 
Estas mudanças resultam em um escurecimento nas imagens referentes ao tempo 
de relaxamento T2, portanto, um aumento no contraste da imagem. O grau deste 
efeito é representado pela relaxividade spin-spin (R2), sendo R2 = 1/T2 no qual os 
valores mais elevados de R2 ocasionam um maior contraste. SPIONs podem 
proporcionar um efeito de contraste forte em T2
30.  
 
Figura 8: Esquema do comportamento dos Spins em um campo magnético
31
. 
 
Estas NPs superparamagnéticas, quando utilizadas como agentes de 
contraste em um campo magnético, proporcionam uma redução notável em T2 e 
uma pequena redução também em T1. Isto gera um contraste negativo que aumenta 
os detalhes e os contornos da imagem. As SPIONS ligadas à membrana plasmática, 
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ou são internalizadas por fagocitose, ou por meio de um agente de transfecção ou 
receptor. 
Esta pesquisa foi ao encontro do explanado nesta parte introdutória, 
buscando aprimorar métodos de obtenção de sistemas nanoparticulados de Fe3O4: 
através de dois métodos de síntese; funcionalização das superfícies, através da 
utilização de duas moléculas tioladas e biocompatíveis; nitrosação; caracterização 
destes sistemas e finalmente os primeiros ensaios biológicos em células tumorais e 
células tronco. 
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2. OBJETIVOS  
 
De um modo geral este trabalho objetivou a síntese de nanopartículas 
magnéticas de óxido de ferro do tipo Fe3O4 através do método da coprecipitação e 
nanopartículas metálicas de Fe0 através do método da termodecomposição, para 
ensaios biológicos, como carreadores de NO e agentes de contraste. Para tanto, nos 
sistemas obtidos foram realizadas caracterizações estruturais, morfológicas e 
magnéticas.  
Especificando, nossos objetivos foram os seguintes: 
 Síntese de NPs superparamagnéticas de Fe3O4 através do método de 
coprecipitação, utilizando FeCl3.6H2O e FeCl2.4H2O, (razão molar 2:1); 
 Síntese de NPs de ferro através do método de termodecomposição, 
através do composto de coordenação acetilacetonato de ferro III [Fe(acac)3];  
 Recobrimento da superfície destas NPs com o ligante hidrofóbico ácido 
oleico;  
 Troca de ligantes na superfície das NPs para ligantes biocompatíveis 
como MSA e Cys; 
 Funcionalização da superfície destas NPs diretamente com ligantes 
hidrofílicos, como o MSA e Cys; 
 Caracterizações físico-químicas como: DRX, FTIR, TEM e medidas 
magnéticas (VSM); 
 Ensaios biológicos como carreadores de NO em células saudáveis e 
tumorais; 
 Ensaios biológicos como agentes de contraste em células tronco por 
RMI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
33 
 
3. PARTE EXPERIMENTAL 
 
3.1. Metodologia 
Para alcançar os objetivos mencionados utilizaram-se os procedimentos e 
técnicas descritas abaixo para a realização da síntese dos sistemas 
nanoestruturados, suas diversas caracterizações e aplicações biomédicas.  
 
3.1.1. Caracterização  
As nanopartículas foram caracterizadas pelas seguintes técnicas: 
 Difração de raios X (DRX) por policristais, (XRD-X-Ray Powder 
Diffraction), para análise estrutural;  
 Espectroscopia Vibracional na região do infravermelho (FTIR- Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy), para identificação dos grupos 
funcionais das moléculas ancoradas na superfície das partículas; 
 Espectroscopia de absorção na região do ultravioleta-visível (UV-Vis- 
Ultraviolet- Visible Spectroscopy), para quantificação dos grupos (-SH) 
dos ligantes tiolados nas superfícies das NPs;  
 Microscopia eletrônica de transmissão (TEM - Transmission Electron 
Microscopy), para análise morfológica; 
 Curvas magnéticas, (VSM- Vibrating Sample Magnetometer), para a 
avaliação das propriedades magnéticas; 
 Medidas amperométricas de liberação de NO (WPI – Apollo 4000, 
World Precision Instruments.), para quantificação da liberação de 
grupos NO. 
 
3.1.2. Aplicações 
Para os ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados diversos 
ensaios biológicos nas seguintes células: 
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 Linfócitos humanos; 
 CHO (Chinese Hamster Ovary) 
 Fibroblastos de camundongos 3T3;  
 Linhagem de células tumorais.  
 
Para analisar as NPs como agentes de contraste foram realizados os 
seguintes ensaios: 
 Transfecção em células tronco mesenquimais e HeLa;  
 Detecção das NPs incorporadas pelas células por RMI. 
 
3.1.3. Reagentes e solventes 
Os reagentes utilizados para a realização das etapas experimentais de 
síntese das nanopartículas por coprecipitação e termodecomposição, tal como 
quantificação de grupamentos tióis, nitrosação e liberação de óxido nítrico, estão 
indicados na tabela 1. Os mesmos foram armazenados em dessecadores para evitar 
contato com umidade e desareados com gás nitrogênio (N2) quando necessário. 
 
Tabela 1: Reagentes e solventes utilizados nas etapas experimentais 
desta pesquisa 
Fórmula molecular Nomenclatura Procedência 
FeCl2.4H2O 
Cloreto ferroso 
tetrahidratado 
Sigma Aldrich 
FeCl3 6H2O 
Cloreto férrico 
hexahidratado 
Synth 
NH4OH Hidróxido de amônio Sigma Aldrich 
HCl Ácido Clorídrico Synth 
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C4H6O4S 
Ácido 
mercaptosuccínico 
Sigma Aldrich 
C3H7NO2S L-cisteína Sigma Aldrich 
(CH3)2SO Dimetilsulfóxido Synth 
C7H8 Tolueno Sigma Aldrich 
NaNO2 Nitrito de sódio Sigma Aldrich 
C14H8N2O8S2 
5,5’- bis ditio(2-ácido 
nitrobenzóico) 
Sigma Aldrich 
C18H34O2 Ácido oleico Sigma Aldrich 
CH3CH2OH Álcool Etílico Synth 
C14H14O Benziléter Sigma Aldrich 
N2 Nitrogênio Air Liquid 
C15H21FeO8 
Acetilacetonato de ferro 
(III) 
Sigma Aldrich 
C16H34O2 1,2 – Hexadecanediol Sigma Aldrich 
CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7C
H2NH2 
Oleilamina Sigma Aldrich 
 
3.2. Sínteses das nanopartículas 
3.2.1. Coprecipitação controlada com ácido oleico  
Convencionalmente, a magnetita (Fe3O4) é preparada adicionando-se uma 
base (NaOH ou NH4OH) agindo como contra íon,  a uma mistura aquosa de cloretos 
de Fe3+ e Fe2+ a uma razão molar de (2:1). Nas sínteses por coprecipitação, a 
morfologia das partículas depende da natureza da base utilizada e da temperatura 
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da reação, sendo que partículas maiores são obtidas a temperaturas mais altas32. 
Esse método é simples, reprodutível, apropriado para produções em massa e possui 
a vantagem de, por ser realizado em solução aquosa, fornecer amostras diretamente 
hidrofílicas e biocompatíveis, uma vez que se use o ligante apropriado. Porém, 
devido ao baixo limite de temperatura na qual essa síntese pode ser realizada 
(máximo de 100º C, temperatura de ebulição da água), geralmente há pouco 
controle de tamanho, distribuição, forma e cristalinidade.  
Desta forma, conforme mencionado anteriormente, no item 1.1.4.1, para 
realização da síntese da magnetita, misturou-se 0,003 mol de FeCl3.6H2O (0,5 
mol/L) com 0,001 mol de FeCl2.4H2O (1 mol/L) em uma solução ácida de HCl  (1 
mol/L), na razão volumétrica de 4:1, respectivamente. Durante agitação vigorosa da 
solução, realizou-se gotejamento lento de uma solução de hidróxido de amônio 
(NH4OH) (0,7 mol/L), ainda em agitação, resultando em um precipitado preto. 
Realizou-se decantação do sólido preto através de um imã (1 tesla), conforme pode 
ser visualizado na figura 9,  e adicionou-se em seguida 6 mL de ácido oleico. Esta 
solução foi agitada por 30 minutos. O sólido foi novamente decantado 
magneticamente, lavado em etanol, cerca de 10 vezes e seco em dessecador a 
vácuo. A reação global realizada é apresentada a seguir: 
 
Fe2+ (aq)
 + 2 Fe3+(aq)
 + 8 OH- (aq)  Fe3O4 (s) + 4 H2O (l) 
 
 
Figura 9: Nanopartículas superparamagnéticas obtidas pelo método da coprecipitação. 
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3.2.2. Coprecipitação controlada sem ácido oleico 
Para realização da síntese da magnetita pelo método da coprecipitação sem o 
ácido oleico, seguiu-se o mesmo procedimento descrito no item 3.2.1, porém, após a 
decantação do sólido preto através do imã e lavagem com etanol o mesmo foi 
armazenado em dessecador a vácuo, não sendo realizada a etapa do recobrimento 
com o ácido oleico. Vale ressaltar que este sólido não deve ficar muitos dias sem o 
recobrimento de sua superfície, pois sem o ácido oleico a tendência das NPs é de se 
aglomerar e sofrer oxidação.  
 
3.2.3. Termodecomposição  
Conforme mencionado anteriormente, no item 1.1.4.2 para obtenção de 
nanopartículas de Fe0 foram adicionados em um frasco contendo 20 mL de 
benziléter, sob fluxo de N2 e agitação magnética, 0,002 mol de [Fe(acac)3], 0,01 mol 
de 1,2- hexadecanodiol, 0,006 mol de ácido oleico e 0,006 mol de oleilamina. A 
mistura foi aquecida a 200 C durante 30 minutos e, em seguida, submetida a 
refluxo (235 C) por mais 30 minutos. A mistura preta resultante foi resfriada e, então 
foi adicionado 40 mL de etanol (desareado) para precipitação das partículas. As NPs 
foram isoladas por decantação magnética e secas sob vácuo. 
Vale ressaltar que as sínteses foram realizadas com quantidades variadas 
mantendo-se as relações molares e volumétricas, com o objetivo de possibilitar um 
controle maior sobre o tamanho e distribuição das NPs obtidas.  
 
3.3. Troca de Ligantes 
A superfície das NPs foi recoberta com o ligante ácido oleico no intuito de 
evitar que as mesmas se aglomerassem e, também, para melhorar a 
monodispersividade das mesmas. Trabalhos na literatura9,15 mostraram que quando 
moléculas do ácido meso 2,3-dimercapto succínico (DMSA) estão presentes sobre a 
superfície das NPs de ferro, os grupos carboxílicos desta molécula ligam-se à 
superfície da NP, enquanto que os grupos tióis laterais da molécula ficam livres e 
podem se coordenar a outras moléculas.  
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Neste trabalho, para a troca do ligante hidrofóbico (ácido oleico) por ligantes 
hidrofílicos, além da molécula de MSA, foi escolhido também o aminoácido cisteína. 
Estes dois ligantes possuem grupos tióis (figura 10), evitando assim uma possível 
interação destes grupos entre si, como pode acontecer no caso da DMSA formando 
uma camada densa33,34 sobre a superfície da partícula, não havendo, portanto, 
elétrons livres para a ligação destas NPs superparamagnéticas com outras 
moléculas, como biomoléculas, ou com o óxido nítrico, por exemplo. 
                  
                      (a)                                                             (b) 
Figura 10: Estrutura das moléculas de (a) MSA e (b) cisteína. 
 
A troca foi realizada para as NPs superparamagnéticas obtidas por 
coprecipitação e termodecomposição. Após pesagem de 200 mg de NPs 
superparamagnéticas previamente sintetizadas e secas, realizou-se dispersão do 
sólido em tolueno, a fim de se substituir a camada do ligante ácido oleico. Após 
pesagem das massas necessárias de MSA ou cisteína, realizou-se solubilização em 
dimetilsulfóxido (DMSO). As duas dispersões foram misturadas e agitadas por 14 
horas, à temperatura ambiente. Após a troca de ligantes, o precipitado formado foi 
decantado magneticamente através do imã (1 tesla), lavado em etanol cerca de 10 
vezes, seguido de decantação magnética e secagem a vácuo. 
Estes recobrimentos na superfície das NPs superparamagnéticas foram 
realizados em diferentes razões molares: (razão molar Fe3O4:MSA/Cys = 1:20 e 
1:40). Dessa forma, foram obtidas NPs superparamagnéticas tioladas, recobertas 
com MSA e com cisteína, apresentando grupamentos tióis (-SH) livres. 
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3.3.1. Nanopartículas recobertas diretamente com ligantes tiolados 
Visando estar em conformidade com os três pilares da sustentabilidade 
(Viabilidade econômica,  Benéficies Sociais e a preocupação com a preservação 
ambiental) buscamos reduzir o uso de solventes e reagentes, a garantia que as NPs 
ficassem com níveis de toxicidade baixos ou nulos sem que houvesse resíduos de 
solventes nas partículas e a redução da produção de resíduos orgânicos e tóxicos 
ao meio ambiente. Também buscamos aprimorar e otimizar esta síntese, na medida 
em que, uma vez que se pretendeu colocar estes sistemas nanoestruturados em 
células tumorais como carreadores de NO e em células tronco para RMI, após 
sintetizar as NPs superparamagnéticas de Fe3O4 colocou-se os ligantes 
biocompatíveis MSA ou Cys diretamente em sua superfície eliminando o uso de 
solventes.  
Para realização da síntese das NPs superparamagnéticas, adotou-se o 
mesmo método descrito no item 3.2.1., misturou-se 0,003 mol de FeCl3.6H2O (0,5 
mol/L) com 0,001 mol de FeCl2.4H2O (1 mol/L) em uma solução ácida de HCl (1 
mol/L), na razão volumétrica de 4:1, respectivamente. Durante agitação vigorosa da 
solução, realizou-se gotejamento lento de solução de NH4OH (0,7 mol/L), ainda em 
agitação, resultando em um precipitado preto. Realizou-se decantação do sólido 
preto através de um imã (1 tesla). Após as NPs superparamagnéticas secas, foram 
pesados 200 mg e adicionadas a 5 ml de água deionizada, e foi pesada a 
quantidade calculada para a proporção desejada dos ligantes tiolados (MSA e 
cisteína), e adicionados a 5 ml de água deionizada, nas proporções metal:ligante 
1:40; 1:20 e 1:2. As duas soluções foram misturadas e agitadas por 10 horas. O 
sólido foi decantado magneticamente, lavado em etanol cerca de 10 vezes e seco no 
dessecador a vácuo. 
Nas razões molares 1:40 e 1:20 com o ligante MSA, não houve formação de 
precipitado, e, portanto, as soluções foram colocadas em um rotaevaporador por 
cerca de 30 minutos, com a temperatura de 118ºC  sob 932 mbar, no intuito de se 
evaporar a água deionizada e precipitar as NPs superparamagnéticas. 
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3.4. Nitrosação das nanopartículas tioladas 
Os grupos tióis (-SH) presentes na superfície das NPs superparamagnéticas 
foram nitrosados formando grupamentos S-nitrotióis (S-NOs) através da adição de 
uma solução aquosa de nitrito de sódio em excesso (NaNO2, 0,06 mol/L). Uma 
determinada quantidade de NPs superparamagnéticas tioladas, cerca de 3,5 mg, foi 
dispersa em 1,0 mL de água deionizada. Um volume de 200 μL de solução aquosa 
de nitrito de sódio (0,06 mol/L) foi adicionado na dispersão das NPs. Após 15 
minutos de incubação, a temperatura ambiente, a solução de NPs foi filtrada e 
lavada com água deionizada para remoção do excesso de nitrito de sódio35.  
 
3.5. Quantificação dos grupamentos (-SH) adsorvidos na superfície da 
nanopartícula. Método de titulação com DTNB 
A quantificação dos grupamentos tióis (-SH) adsorvidos na superfície das NPs 
superparamagnéticas funcionalizadas com MSA ou com Cys foi realizada por reação 
com o 5’,5’-ditiobis-(2-ácido nitrobenzóico) (DTNB, C14H8N2O8S2, MM 396,3 g/mol). 
Os grupos tióis (-SH) livres reagem com o DTNB, formando o ácido 5-mercapto-2-
nitrobenzóico (TNB)35, o qual apresenta uma banda de absorção característica em 
412 nm (ε = 15.7 mmolL-1cm-1). Amostras lavadas de NPs ferromagnéticas 
funcionalizadas com MSA ou cisteína foram incubadas com uma solução aquosa de 
DTNB (0,005 mol/L) em tampão fosfato (pH 7,4) por 5 minutos. Após esse tempo, a 
solução foi centrifugada por 10 minutos a 5.000 rpm e mediu-se a absorbância do 
sobrenadante em 412 nm. A curva de calibração foi realizada com soluções aquosas 
de MSA (17,6 – 106 µmol/L), como pode ser visualizada na figura 11 e com cisteína 
(17,6 – 106 µmol/L), conforme figura 12.  
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Figura 11: Curva de calibração com MSA para quantificação de grupamentos tióis por reação 
com o DTNB. 
 
 
Figura 12: Curva de calibração com cisteína para quantificação de grupamentos tióis por 
reação com o DTNB. 
 
3.6. Caracterizações dos sistemas obtidos 
A estrutura cristalográfica das NPs superparamagnéticas foi verificada por 
difração de raios X de policristais. Os grupos funcionais foram avaliados através da 
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espectroscopia vibracional na região do infravermelho. A quantificação dos grupos 
funcionais (–SH) dos ligantes tiolados nas superfícies das NPs foi realizada através 
da espectroscopia eletrônica de absorção na região do Ultravioleta-Vis. 
A análise morfológica foi realizada por microscopia eletrônica de transmissão 
que indicou, além da distribuição média de tamanhos, se houve ou não preservação 
da forma das NPs superparamagnéticas. As propriedades magnéticas destes 
compostos foram avaliadas por meio de medidas isotérmicas de magnetização em 
função do campo magnético aplicado (σ x H) com as amostras em pó, utilizando um 
magnetômetro de amostra vibrante. As medidas de liberação de NO foram 
realizadas por medidas amperométricas através do método de CuCl2. 
As medidas de microscopia foram realizadas utilizando a infraestrutura do 
Laboratório de Cristalografia do Instituto de Física da USP. As medidas magnéticas 
foram realizadas utilizando-se a infraestrutura da Universidade Federal do ABC - 
UFABC. As demais medidas foram realizadas na Universidade Federal de São 
Paulo, Campus Diadema. 
 
3.6.1. Difração de Raios X 
A Difração de Raios X (DRX) (do inglês, XRD  X-Ray Diffraction) 
desempenha um papel importante dentre as técnicas de determinação das 
propriedades estruturais de muitos materiais orgânicos e inorgânicos. Os 
difratogramas obtidos permitem a identificação de compostos cristalinos, bem como 
a determinação dos parâmetros de rede, tamanho de grãos, orientação preferencial 
e grau de cristalinidade dos materiais. O fenômeno da difração ocorre quando uma 
onda em movimento encontra um conjunto de objetos espalhadores regularmente 
espaçados e quando o comprimento de onda é da mesma ordem de magnitude das 
distâncias repetidas entre os centros espalhadores36, ou seja, da ordem de 
Angstrom para átomos e raios X. As primeiras considerações sobre o fenômeno de 
difração de raios X em cristais foram feitas pelo físico alemão Max von Laue, em 
1912. Em um cristal, os centros espalhadores são formados por átomos contidos 
nos planos virtuais, os quais são denominados planos cristalográficos e indexados 
através dos índices de Miller, (hkl), separados por uma distância d(hk)l
37. Por meio de 
relações geométricas entre o feixe incidente e o feixe difratado pelos planos, W.L. 
 
43 
 
Bragg formulou uma equação através da qual é possível obter o espaçamento entre 
os planos sabendo-se o ângulo de incidência e o comprimento de onda do feixe 
incidente. A lei de Bragg38 é representada na equação 3: 
)()(2 hklhkl sendn        (3) 
sendo n a ordem da difração (normalmente, considera-se n = 1),  o 
comprimento de onda da radiação incidente, d(hkl)  a distância interplanar e (hkl) o 
semi-ângulo de difração medido em relação aos raios X incidentes. A partir da 
análise do feixe difratado é possível obter informação sobre o arranjo atômico do 
cristal, ou seja, simetria e distâncias interatômicas que determinam a chamada, cela 
unitária39.  
Os parâmetros de rede a, b e c e os ângulos entre as direções dos três eixos 
da cela unitária ,  e  para os diversos tipos de estrutura cristalina são obtidos a 
partir do conhecimento das distâncias d(hkl) entre os planos. A equação 4 mostra a 
expressão que permite calcular a distância interatômica para a estrutura cristalina de 
interesse:  
222
)(
lkh
a
d hkl

       (4) 
sendo: a = b = c  ;   =  =  = 90 
 
Os valores de d(hkl) para compostos padrão estão tabelados no sistema, The 
International Centre for Diffraction Data (ICDD) Joint Committee on Powder 
Diffraction Standards (JCPDS) da International Union of Crystallography. O tamanho 
de cristalito, D(hkl), pode ser obtido através da fórmula de Scherrer
40, dada por:  
)()(
)(
cos
89,0
hklhkl
hklD



     (5) 
 
O diagrama de difração de um cristal, que compreende as posições e 
intensidades dos efeitos de difração, é uma característica fundamental da 
substância, servindo não somente para identificá-la rapidamente, mas também para 
uma completa elucidação de sua estrutura. 
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Os dados de difração de raios X por policristais das amostras foram coletados 
em um difratômetro de raios X por policristais Bruker, modelo D8 Davinci localizado 
na UNIFESP, campus de Diadema, prédio José Alencar. Utilizando radiação de 
CuKα1 (λ = 1,54056 Å), tensão de 40 kV e corrente de 40 mA. A varredura foi feita no 
intervalo de 20 a 80° (2θ), com um passo de 0,02° (2θ) e tempo de contagem de 2 
segundos por passo. Houve um cuidado especial no intuito de cortar a fluorescência 
ocasionada pelo Fe, o que poderia prejudicar a linha base dos difratrogramas. Para 
isto foram feitos ajustes nos parâmetros do detector do equipamento. 
 
3.6.2. Espectroscopia Vibracional na região do Infravermelho 
A caracterização dos compostos também foi realizada por espectroscopia 
vibracional na região do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR - Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy)41, uma ferramenta útil para identificar as vibrações 
de estiramento ligante-metal e que evidencia a troca dos ligantes em função de 
bandas características dos ligantes tiolados. 
A espectroscopia estuda a interação da radiação eletromagnética com a 
matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos níveis de energia de 
átomos ou moléculas. Normalmente, as transições eletrônicas são situadas na 
região do ultravioleta ou visível, as vibracionais na região do infravermelho e as 
rotacionais na região de microondas e, em casos particulares, também na região do 
infravermelho longínquo. Em uma molécula, o número de vibrações, a descrição dos 
modos vibracionais e sua atividade em cada tipo de espectroscopia vibracional 
(infravermelho e Raman) podem ser previstas a partir da simetria da molécula e da 
aplicação da teoria de grupo. Embora ambas as espectroscopias estejam 
relacionadas às vibrações moleculares, os mecanismos básicos de sondagem 
destas vibrações são essencialmente distintos em cada uma. Em decorrência disso, 
os espectros obtidos apresentam diferenças significativas: quando da ocorrência de 
um mesmo pico nos espectros Raman e no infravermelho observa-se que o seu 
tamanho relativo nos espectros é muito diferente.  
Existe, também, o caso no qual certo pico aparece em um espectro e é 
totalmente ausente em outro. Devido a essas diferenças, a espectroscopia no 
infravermelho é superior em alguns casos e em outros a espectroscopia Raman 
oferece espectros mais úteis. De modo geral, pode-se dizer que as espectroscopias 
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Raman e infravermelho são técnicas complementares. A condição para que ocorra 
absorção da radiação infravermelha é que haja variação do momento de dipolo 
elétrico da molécula como consequência de seu movimento vibracional ou rotacional 
(o momento de dipolo é determinado pela magnitude da diferença de carga e a 
distância entre dois centros de carga). Somente nessas circunstâncias, o campo 
elétrico alternante da radiação incidente interage com a molécula, originando os 
espectros. De outra forma, pode-se dizer que o espectro de absorção no 
infravermelho tem origem quando a radiação eletromagnética incidente tem uma 
componente com frequência correspondente a uma transição entre dois níveis 
vibracionais42. A vibração dos átomos no interior de uma molécula apresenta energia 
coerente com a região do espectro eletromagnético correspondente ao 
infravermelho (100 a 10000 cm-1).  
Os átomos em uma molécula nunca estão imóveis. Se, em um sistema, há N 
átomos livres para se movimentarem nas três dimensões, o sistema terá 3N graus 
de liberdade. Se, no entanto, esses átomos estiverem ligados entre si, formando 
uma molécula, continuarão ainda existindo 3N graus de liberdade, sendo três graus 
para a translação do centro de massa da molécula e, para uma molécula não linear, 
três graus para a rotação da mesma em torno dos três eixos, restando, assim, 3N-6 
graus de liberdade para as vibrações. Para moléculas lineares, como não há rotação 
em torno do eixo internuclear, restam 3N-5 graus de liberdade para as vibrações. 
Esses graus de liberdade correspondem aos diferentes modos normais de vibração 
de uma molécula. Um modo normal de vibração é aquele em que cada núcleo 
realiza uma oscilação harmônica simples em torno de sua posição de equilíbrio, 
todos os núcleos se movem com a mesma frequência e em fase e o centro de 
gravidade da molécula permanece inalterado. Na prática, nem sempre o número de 
modos normais de vibração corresponde ao número de bandas observadas no 
espectro. Isso ocorre devido à existência de vibrações de mesma energia 
(degenerescência), apresentando a mesma frequência e, consequentemente, a 
mesma posição no espectro. Além das frequências associadas às vibrações 
normais, frequências adicionais podem aparecer no espectro, resultantes dos 
seguintes fatores40: 
• Sobretons - bandas com valores de frequência correspondentes a múltiplos 
inteiros daqueles das vibrações normais. Por exemplo, seja ν o valor da frequência 
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de um dado modo normal de vibração, os sobretons vão aparecer com valores 
aproximados de 2ν, 3ν, etc. 
• Bandas de combinação – são combinações lineares das frequências 
normais ou múltiplos inteiros destas. Por exemplo, sejam νa e νb valores de 
frequência de modos normais de vibração, podem ocorrer as bandas de combinação 
(νa + νb), (νa - νb), (νa + 2νb), etc. 
O espectro infravermelho de um composto químico é considerado uma de 
suas propriedades físico-químicas mais características e, por conta disto, a 
espectroscopia na região do infravermelho tem extensa aplicação na identificação 
dos compostos. Outra importante aplicação do infravermelho, mas ainda bem menos 
utilizada, é a análise quantitativa de misturas de compostos. Como a intensidade de 
uma banda de absorção é proporcional a concentração do componente que causou 
esta banda, a quantidade de um composto presente em uma amostra pode ser 
determinada através de uma curva de calibração (intensidade da banda versus 
concentração) construída a partir de amostras com concentrações conhecidas do 
composto em questão. No entanto, quanto mais complexa é a amostra, ou seja, 
quanto maior o número de interferentes presentes, mais difícil se torna a construção 
de uma calibração univariada confiável, sendo necessário lançar mão de cálculos 
estatísticos mais sofisticados, que permitam a utilização de vários comprimentos de 
onda para determinação de uma única propriedade, obtendo-se, assim, uma 
calibração multivariada43. 
O equipamento utilizado para as medidas FTIR foi o Espectrômetro Shimadzu 
Prestige-21 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) com uma resolução de 2 cm-1; 
localizado na Central de Análises da UNIFESP, Campus Diadema, prédio José de 
Filippi. As medidas foram realizadas em pastilhas de Brometo de Potássio - KBr 
(espectroscópico, de alta pureza) que apresentam transparência ao infravermelho na 
região de 400-4000 cm-1). Neste contexto, NPs superparamagnéticas em pó foram 
trituradas com KBr para formar as pastilhas, a mistura foi colocada em uma prensa 
hidráulica, ao mesmo tempo em que o ar foi extraído com uma bomba mecânica. 
 
3.6.3. Espectroscopia Eletrônica de Absorção 
A espectrofotometria ultravioleta e visível (UV-Vis) é uma técnica usual para 
determinações analíticas em áreas distintas. Sua aplicação é orientada para 
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determinações de compostos orgânicos e inorgânicos, por exemplo, na identificação 
do princípio ativo de fármacos sintéticos e naturais, além da identificação da 
composição em diversos produtos. A espectroscopia de absorção molecular é 
valiosa para a identificação dos grupos funcionais na molécula. Mais importante, 
entretanto, são as aplicações da espectroscopia UV-Vis para a determinação 
quantitativa de compostos contendo grupos absorventes. Os métodos 
espectroscópicos baseiam-se na absorção e/ou emissão de radiação 
eletromagnética por muitas moléculas, quando os seus elétrons se movimentam 
entre níveis energéticos. A espectrofotometria baseia-se na absorção da radiação 
nos comprimentos de onda entre o ultravioleta e o infravermelho, ou seja, a radiação 
absorvida pelos átomos neutros no estado fundamental. 
  A região ultravioleta do espectro é geralmente considerada na faixa de 200 a 
400 nm (figura 13), e a região do visível entre 400 a 800 nm. As energias 
correspondentes a essas regiões são ao redor de 150 a 72 k.cal.mol-1 na região 
ultravioleta, e 72 a 36 k.cal.mol-1 para a região visível. Energias dessa magnitude 
correspondem, muitas vezes, à diferença entre estados eletrônicos de muitas 
moléculas44. 
 
Figura 13: Espectro de Absorção Molecular no UV-Visível
45
. 
 
 Um aspecto importante do cálculo quântico é a determinação da quantidade 
de luz que é absorvida pela amostra. Isto é descrito pela lei de Beer- Lambert, que 
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fornece a relação entre a intensidade da luz incidindo na solução (I0), e a intensidade 
da luz saindo da solução (I). Essa relação é demonstrada pela seguinte equação: 
Log (I0/ I) =A=cl             (6) 
Onde: A= absorbância; = absortividade molecular ou coeficiente de extinção; 
c= concentração do material absorvedor e l= espessura da amostra através da qual 
a luz passa42,44,46. 
Para as medidas espectroscópicas de absorção eletrônica na região do 
ultravioleta - visível foi utilizado um espectrofotômetro Agilent 8453 com sistema 
Peltier controlador de temperatura, localizado no laboratório LME (Laboratório de 
Matéria e Energia), na UNIFESP campus Diadema, prédio José Alencar. As medidas 
foram realizadas utilizando uma cubeta de 1cm de comprimento. No comprimento de 
onda de 412 nm, onde a reação dos grupamentos (-SH) com 5’, 5’-ditiobis-(2-ácido 
nitrobenzóico) – (DTNB) apresenta uma banda de absorção característica (ε = 15.7 
mmolL-1cm-1).     
 
3.6.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão 
No estudo de sistemas nanoestruturados é necessário conhecer a morfologia 
e a distribuição de tamanhos das NPs. Para tal finalidade, no presente trabalho foi 
utilizada a técnica de Microscopia Eletrônica de Transmissão, (do inglês, TEM - 
Transmission Electron Microscopy) para, além de analisarmos a morfologia das NPs 
superparamagnéticas sintetizadas, poder também avaliar sua distribuição de 
tamanhos. O microscópio eletrônico tem dois modos de operação: campo claro e 
campo escuro. Destas duas modalidades, a primeira é a mais usada.  
Na formação da imagem em campo claro, o feixe direto não espalhado pela 
amostra atinge o plano da imagem, enquanto que as regiões escuras correspondem 
às regiões de maior espalhamento de elétrons (menor número de elétrons chega ao 
plano imagem). Na modalidade de campo escuro, a formação da imagem ocorre 
com o feixe direto sendo interceptado antes de atingir o plano da imagem (regiões 
escuras da imagem) e os elétrons espalhados pela amostra são direcionados para o 
sistema de formação da imagem final (regiões claras da imagem). A modalidade de 
campo escuro permite a observação dos planos cristalinos do material através de 
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suas reflexões de Bragg, pois a imagem é formada apenas pelos elétrons 
espalhados pelo plano cristalino desejado. Esta modalidade não foi utilizada neste 
trabalho. 
A identificação da morfologia das NPs superparamagnéticas e distribuição de 
tamanhos foi realizada utilizando-se um Microscópio Eletrônico Jeol 220 com um 
canhão termoiônico de LaB6, com uma voltagem de trabalho de 150kV, no 
Laboratório de Microscopia Eletrônica do Instituto de Física da Universidade de São 
Paulo. Este microscópio eletrônico dispõe de cinco lentes magnéticas: uma objetiva, 
duas condensadoras e duas projetoras.  
As lentes eletrônicas, assim como as lentes de vidro, apresentam defeitos. 
Esses defeitos interferem no poder de resolução do microscópio eletrônico. A 
solução adotada para minimizar esse problema reside em se trabalhar apenas com 
a porção central da lente, e isso se consegue construindo nela uma abertura de 
pequeno diâmetro. Outro fator que impede que se atinja o poder resolvente teórico é 
a estabilidade mecânica do TEM. Devido ao fato de se atingir um poder resolvente 
na ordem de nanômetros, qualquer oscilação em escala semelhante irá interferir no 
resultado final. Portanto, o poder resolvente obtido na prática depende 
essencialmente da qualidade do projeto e construção do Microscópio Eletrônico, da 
natureza do espécimen, e ainda do cuidado e experiência do operador. Os melhores 
resultados obtidos para amostras biológicas situa-se na faixa de 1 nm. Comparando-
se com o poder resolvente do microscópio de luz, temos uma melhoria de cerca de 
200 vezes. 
As NPs colocadas no microscópico foram dispersas primeiro em água. Após 
este procedimento, uma gota de cada dispersão foi pipetada sobre grades de cobre 
de 3 mm de diâmetro recobertas com uma camada fina de parlodion (C12H16N4O18), 
as quais foram inseridas no TEM. De cada uma das micrografias obtidas, foram 
consideradas aproximadamente entre 200 e 400 NPs de cada imagem cujos 
diâmetros foram avaliados pelo programa de análise de imagens "ImageJ v.1.45s". A 
partir dos resultados foi possível construir um histograma de distribuição de 
tamanhos. As micrografias foram realizadas em duplicata para cada uma. 
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3.6.5. Medidas Magnéticas 
Como mostrado na parte Introdutória, materiais magnéticos começam a 
apresentar comportamento peculiar quando reduzidos à volumes de dimensões 
nanométricas. Um deles é o efeito de fechamento de domínios magnéticos, onde o 
campo magnético se arranja no material com uma configuração de pequenos 
domínios superficiais no plano do corpo de prova, minimizando a sua energia 
magnética.  
Na técnica de magnetometria de amostra vibrante (VSM - Vibrate Sample 
Magnetometry), um material magnético é colocado em um campo magnético 
uniforme inicialmente com campo magnético nulo (H=0) e o material 
desmagnetizado, com o qual a magnetização é nula (=0). Com o aumento do 
campo magnético, os momentos magnéticos se alinham produzindo um incremento 
no momento magnético µ, e do mesmo modo na magnetização até atingir um valor 
constante, chamada magnetização específica de saturação (s). Nesta condição, 
pode se afirmar que todos (ou a grande maioria) dos momentos magnéticos do 
material estão alinhados na mesma direção com o campo H. No caso de materiais 
ferri ou ferromagnéticos, quando o campo magnético é reduzido até zero, a partir da 
saturação, a magnetização não se reduz a zero. Ao invés disto, o material 
permanece magnetizado, o qual é caracterizado por uma magnetização 
remanescente (r). Invertendo a direção do campo magnético, a magnetização 
começa a se reduzir até atingir um valor de H onde a magnetização é nula. Este 
valor do campo é chamado de campo magnético coercivo (Hc). O módulo do campo 
continua aumentando em direção oposta até que a magnetização atinge um valor 
mínimo -s, e este ciclo vai se repetir. Esta curva ( x H) é chamada de curva de 
histerese47. 
A magnetização específica e (em emu/g) é obtida dividindo-se o momento 
magnético pela massa da amostra. O equipamento experimental foi calibrado com 
um material de momento magnético de saturação (µs) conhecido, neste caso com 
óxido de níquel (µs =1,332 emu), fornecido no laboratório. Numa primeira etapa, as 
NPs (20 mg) foram colocadas em frascos de acrílico, que apresentam um 
comportamento diamagnético, e não interferem na medida do momento magnético 
das NPs. Numa segunda etapa foram utilizados canudos de plástico, devido a uma 
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melhora no sinal detectado. Cada medida experimental de VSM foi realizada durante 
aproximadamente 30 minutos, no qual a varredura do campo magnético foi de -20 
kOe a 20 kOe. Após a calibração do equipamento de VSM, colocamos as NPs no 
interior do campo magnético fornecido pelo eletroimã (-20 kOe - 20 kOe); o aparelho 
registra a mudança dos valores do momento magnético com respeito ao campo 
magnético. Os resultados obtidos por VSM foram realizados em duplicata. 
A caracterização das propriedades magnéticas das NPs superparamagnéticas 
foi realizada na Universidade Federal do ABC (UFABC), no Centro de Ciências 
Naturais e Humanas (CCNH), aos cuidados da Profa. Dra. Raquel Ribeiro em um 
Magnetômetro de Amostra Vibrante Modelo Lakeshore 7407, que permite medir até 
23 kOe a temperatura ambiente, no Laboratório de Materiais Magnéticos.  
 
3.6.6. Medidas de liberação de óxido nítrico  
Para verificar a quantidade de NO liberado a partir dos materiais preparados, 
fez-se uma medida amperométrica com um elétrodo seletivo para NO, ligado a um 
computador comum, com programa específico para leitura das medidas. O 
equipamento é composto por um sensor de NO que constitui-se de, um 
microeletrodo de fibra de carbono platinizado de 2 mm e de um microeletrodo de 
cloreto de prata também de 2 mm, sendo o primeiro o eletrodo de trabalho e o 
segundo de referência. Os dois ficam envoltos em cilindros de aço inoxidável e na 
ponta destes há uma cobertura com uma membrana permeável a gás e seletiva ao 
NO. 
Para efetuar a medição de NO através dos eletrodos, coloca-se o sensor na 
solução de CuCl2, que se faz necessário para agir como catalisador da reação de 
liberação de NO, de modo que este fique imerso, e injeta-se rapidamente a solução 
de medida (sistema de NPs-SNO). Após a imersão aplica-se um potencial positivo 
no eletrodo de trabalho (por volta de 860 mV em relação ao eletrodo de trabalho). 
Assim, o NO contido na solução se difunde por meio da membrana permeável a gás 
que está posicionada na ponta dos cilindros que recobrem os eletrodos. Ocorre, 
então, a oxidação do NO na ponta do eletrodo de trabalho por via de uma reação 
eletroquímica gerando uma corrente que é registrada pelo medidor. Essa reação 
eletroquímica, por sua vez, ocorre pela transferência de um elétron da molécula de 
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NO para o eletrodo que origina um cátion nitrosônio. Esse cátion, por ser um ácido 
de Lewis, pode ser convertido a nitrito se houver a presença de OH- e, 
posteriormente, convertido em nitrato. É justamente a corrente entre os eletrodos 
que nos dá, proporcionalmente, a quantidade de NO oxidado48. 
Essas medidas apresentam resposta rápida, alta sensibilidade, e permitem a 
detecção não somente do NO liberado, como também dos produtos de oxidação do 
NO em solução, e da molécula doadora de NO (RSNOs)49. Para a detecção do NO 
liberado das amostras sintetizadas, utilizou-se medidas amperométricas, as quais 
foram realizadas com equipamento (WPI – Apollo 4000, World Precision 
Instruments), localizado no laboratório LME (Laboratório de Matéria e Energia), no 
prédio José Alencar, na UNIFESP - Campus Diadema.  
 
3.7. Ensaios Biológicos 
Como elucidado na parte introdutória ainda é necessária uma investigação 
mais detalhada sobre a citotoxicidade de nanomateriais liberadores de NO, quando 
uma das propostas para sua aplicação é a área biomédica21. O metabolismo e a 
eliminação dos veículos após liberarem o NO em sistemas biológicos precisam ser 
caracterizados, particularmente no caso de NPs metálicas, devido à presença de 
metais em sua estrutura que podem causar toxicidade no meio biológico. O estudo 
da caracterização da citotoxicidade dessas NPs foi realizado em colaboração com a 
Profa. Dra. Renata de Lima do Instituto de Biologia da Universidade de Sorocaba 
(UNISO), e com a Profa. Dra. Giselle Zenker Justo do Departamento de Ciências 
Biológicas - Campus Diadema e Departamento de Bioquímica - Campus São Paulo, 
da Universidade Federal de São Paulo50, através de testes in vitro. Esses testes 
permitem a determinação da citotoxicidade basal, assim como o estabelecimento de 
uma faixa de concentração biologicamente ativa para um determinado agente 
utilizando-se culturas de células51,52.  
Também foram realizados testes em Ressonância Magnética de Imagem, 
utilizando as NPs superparamagnéticas de Fe3O4, para análise da capacidade 
paramagnética destas NPs. Estes tratamentos foram realizados no Laboratório de 
Neuroimagem, do Hospital das Clínicas da Universidade Estadual de Campinas 
(UNICAMP) pelos Profs. Drs. Lilia de Souza Li e Li Min Li53. 
 
53 
 
Deve-se notar que NPs de óxido de ferro não têm a tendência de agregar em 
meio aquoso, devido às repulsões magnéticas dipolo-dipolo entre elas. No entanto, 
recobrimentos de suas superfícies, como os ligantes MSA e cisteína são relatados 
para aumentar significativamente a estabilidade das nanopartículas, minimizando a 
agregação das partículas54. Os ligantes MSA e cisteína utlizados como materiais de 
recobrimento interagem com a superfície das partículas de óxido férrico. Cargas 
superficiais negativas resultantes dos comportamentos ácido-base do MSA ou 
cisteína podem causar interações repulsivas entre partículas e prevenir a agregação 
das partículas em meio aquoso55. Foram realizados testes de estabilidade das 
dispersões ao longo de várias horas com sistemas similares com NPs de MSA e 
DMSA obtidas pelo grupo de pesquisa44. Os resultados indicaram uma agregação 
das NPs (aproximadamente 150 nm). Porém, como será visto nos próximos tópicos, 
esta agragação não influenciou nestes veículos como carreadores de NO e nem na 
incorporação de células. 
 
3.7.1. Células  
Os meios de culturas de células utilizados para os testes in vitro de 
citotoxicidade foram as seguintes: 
 K562 (Leucemia mielóide crônica); 
 Lucena (Leucemia mielóide crônica resistente células 
multirresistentes); 
 Jurkat (Leucemia aguda das células T); 
 3LL (Carcinoma do pulmão de Lewis); 
 CHO (Chinese hamster ovary);  
 Linhagem celular 3T3 (fibroblastos de camundongo); 
 Linhagem celular MCF7 (células de câncer de mama humano).  
 
3.7.2. Ensaios na Universidade de Sorocaba 
Para utilização de linfócitos foi realizada a coleta de sangue periférico de 
doadores voluntários (idades entre 18 e 24 anos de idade), coletado com seringa e 
agulha descartáveis, armazenado em tubo de coleta com anticoagulante EDTA. A 
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doação ocorreu após assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido.  
Após o tratamento e coleta de sangue total realizou-se a separação de linfócitos 
utilizando Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare). Os linfócitos foram mantidos em 
meio RPMI-1640 suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico. 
Para utilização de células de linhagens celulares (3T3 e MCF7) inicialmente as 
células foram descongeladas e colocadas em garrafas de cultura para replicação. 
Após 24 horas as células passaram por tratamento de tripsinização e foram 
colocadas em recipientes para realização dos tratamentos.  
 
3.7.2.1. Preparação das células  
O sistema utilizado para estes ensaios foram as NPs funcionalizadas 
diretamente com cisteína, na razão molar Fe:Cys (1:20). Foram testadas células de 
câncer de ovário (CHO) que foram mantidas em meio McCoy suplementado com 5% 
de soro bovino fetal, e antibiótico 1%.  
 
3.7.2.2. Cultura de células leucêmicas das linhagens K562, Lucena e 
Jurkat  
Células da linhagem K562 de leucemia mielóide crônica e da linhagem Jurkat 
de leucemia aguda de células T foram obtidas da American Type Culture Collection 
(ATCC, EUA). A linhagem Lucena 1 de leucemia mielóide crônica resistente a 
múltiplas drogas (fenótipo MDR1) foi gentilmente doada pela Profa. Dra. Vivian 
Rumjanek (Instituto de Bioquímica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro). 
As células leucêmicas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 
Institute; Invitrogen/Life Technologies [Eugene, OR, EUA]) suplementado com 0,025 
mol/ L de HEPES, 100 g/mL de sulfato de estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina, 
0,002 mol/ L de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino (SFB; Invitrogen/Life 
Technologies [Eugene, OR, EUA]) e mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera úmida 
contendo 5% de CO2. As células Lucena foram mantidas na presença de 60 mol/L 
de vincristina. Durante o tratamento, as células foram cultivadas na ausência de 
vincristina. 
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3.7.2.3. Cultura de células de carcinoma de pulmão de Lewis (3LL) e 
de câncer coloretal da linhagem HCT 116  
A linhagem de células de carcinoma de pulmão de Lewis 3LL foi obtida da 
ATCC. As células da linhagem de câncer coloretal HCT 116 foi gentilmente doada 
pela Profa. Dra. Leny Toma (Departamento de Bioquímica, Universidade Federal de 
São Paulo), sendo proveniente da ATCC. As células foram cultivadas em meio RPMI 
1640 respectivamente suplementados com 100 g/mL de sulfato de estreptomicina, 
100 UI/mL de penicilina e 10% de SFB e mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera 
úmida contendo 5% de CO2. Ao meio de cultura das células 3LL também foi 
adicionado 0,001 mol/ L piruvato de sódio e 0,002 mol/ L de L-glutamina. As células 
foram mantidas por repiques sucessivos ao atingirem a semi-confluência. 
 
3.7.2.4. Cultura de fibroblastos BALB/c 3T3  
Fibroblastos de embrião de camundongos BALB/c (linhagem 3T3) foram 
obtidos do National Institutes of Health (NIH, EUA). As células foram cultivadas em 
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen/Life Technologies 
[Eugene, OR, EUA]) suplementado 100 g/mL de sulfato de estreptomicina, 100 
UI/mL de penicilina e 10% de SFB e mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera úmida 
contendo 5% de CO2. As células foram mantidas por repiques sucessivos ao 
atingirem a semi-confluência. 
 
3.7.2.5. Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de redução do 
sal rezasurin sódico em resorufin 
Para os ensaios de citotoxicidade, as células aderentes (3LL, HCT 116, e 
3T3) foram plaqueadas em microplacas de 96 poços nas densidades indicadas nas 
figuras respectivas dos experimentos e ao atingirem a semi-confluência, após 24 
horas de incubação a 37 oC em estufa úmida contendo 5% de CO2, as células foram 
incubadas com diferentes concentrações de NPs superparamagnéticas liberadoras 
de óxido nítrico (0,0001 – 1,4 mg/mL) por 24 horas. As células em suspensão K562, 
Lucena e Jurkat foram plaqueadas a uma densidade de 1x105/mL e incubadas, por 
24 h, com NPs superparamagnéticas liberadoras de óxido nítrico (0,0001 – 1,4 
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mg/mL) nas mesmas concentrações acima. Após incubação a 37 oC em estufa 
úmida contendo 5% de CO2, o meio foi aspirado e 200 L/poço de solução de 
resazurin sódico 0,1 mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), preparada em 
meio de cultura sem soro, foram adicionados. As células foram então incubadas por 
4 h a 37 oC em estufa úmida contendo 5% de CO2. A seguir, 100 L do meio foram 
transferidos para microplacas pretas de 96 poços e a redução do sal de rezasurin 
em resorufin foi mensurada por análise da fluorescência (Exc = 560 nm; Em = 590 
nm) no leitor FlexStation 3. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem do 
controle (100%). 
 
3.7.3. Ensaios na Universidade Federal de São Paulo  
As células da linhagem K562 de leucemia mielóide crônica e da linhagem 
Jurkat de leucemia aguda de células T foram cultivadas em meio RPMI 1640 
suplementado com 0,025 mol/ L de HEPES, 100 g/mL de sulfato de estreptomicina, 
100 UI/mL de penicilina, 0,002 mol/ L de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino. As 
células Lucena foram mantidas na presença de 60 nmol/L de vincristina. Durante o 
tratamento, as células foram cultivadas na ausência de vincristina. 
A linhagem de células de carcinoma de pulmão de Lewis 3LL obtida da ATCC 
e as células da linhagem de câncer colorretal HCT 116, proveniente da ATCC, foram 
cultivadas em meio RPMI 1640 respectivamente suplementados com 100 g/mL de 
sulfato de estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina e 10% de SFB. Ao meio de cultura 
das células 3LL também foi adicionado 1 mM piruvato de sódio e 0,002 mol/ L de L-
glutamina. Os fibroblastos de embrião de camundongos BALB/c (linhagem 3T3) 
foram cultivadas em meio DMEM suplementado 100 g/mL de sulfato de 
estreptomicina, 100 UI/mL de penicilina e 10% de SFB. As células foram mantidas 
por repiques sucessivos ao atingirem a semiconfluência. 
Todas as células foram mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera úmida 
contendo 5% de CO2.  
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3.7.4. Ensaios no Laboratório de Neuroimagem para Ressonância 
Magnética de Imagem 
Aproximadamente 2x105 células Hela e células tronco mesenquimal isolada 
de tecido adiposo foram semeadas em cada poço da placa de cultura de 6 poços e 
transfectadas após 24 horas, quando alcançaram uma confluência de 60 a 80%. 
Para transfecção, volumes iguais de lipofectamina LTX, reagente plus e 50 μg de 
cada preparação de NPs dissolvida em álcool etílico 100% foram incubadas na 
presença de Optimen por 3 e 6 horas. Após este período, as células foram 
coletadas. Para visualização do grau de incorporação de ferro, as células foram 
tripsinizadas, coletadas e 50 microlitros foram depositadas em lâmina por citospin e 
fixada com álcool etílico 100%. As lâminas foram coradas com volumes iguais de, 
ácido ferrocianídrico e ácido clorídrico, e contra coradas com safranina. As 
micropartículas são visualizadas com uma aparência lilás no MO.  Apara análise da 
capacidade paramagnética das partículas transfectadas as células foram fixadas em 
paraformaldeído a 4% por 20 minutos, tripsinizada e após dispersão das células com 
agarose a 2% nos poços da placa de cultura a placa foi analisada em equipamento 
de RNM. Células não transfectadas foram usadas como controle negativo e as NPs 
foram usadas como controle positivo.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
4.1. Nanopartículas superparamagnéticas obtidas por coprecipitação 
com e sem ácido oleico 
4.1.1. Quantificação dos grupamentos (-SH) adsorvidos na superfície da 
nanopartícula. Método de titulação com DTNB. 
A quantidade de grupamentos tióis presentes na superfície das NPs 
ferromagnéticas funcionalizadas com MSA ou com cisteína foi determinada por 
titulação com o DTNB, o qual reage com tióis formando o ânion TNB-, de acordo com 
a figura 14:  
 
Figura 14: Representação esquemática da reação do DTNB com grupos tióis (-SH) formando 
o TNB
-
, o qual apresenta uma banda característica em 412 nm (ε = 15.7 mmolL-1cm-1). 
 
De acordo com a curva de calibração, elucidada no item 3.5, o ε determinado 
experimentalmente foi 15.7 mmolL-1cm-1, esse valor está de acordo com o valor 
reportado na literatura16. A Tabela abaixo mostra a quantidade (em número de mol) 
de grupos tióis (-SH) adsorvidos na superfície das NPs ferromagnéticas 
funcionalizadas com MSA ou com cisteína, conforme indicado na Tabela 2. 
 
Tabela 2: Quantidade de grupamentos tióis (-SH) adsorvidos na 
superfície das nanopartículas 
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Amostra mmol (-SH)/ g NP 
NPs + Cys 1/40 0,235 (8,01x10-4) 
NPs + Cys 1/20 0,280 (8,01x10-4) 
NPs + MSA 1/40 0,095 (8,01x10-4) 
NPs + Cys 1/20 sem Ácido 
Oleico 
0,122 (8,01x10-4) 
NPs + Cys 1/40 sem Ácido 
Oleico 
0,096 (8,01x10-4) 
 
Esses grupamentos (-SH) presentes nas NPs superparamagnéticas foram 
nitrosados formando novos grupamentos S-NO, os quais atuam como doadores de 
NO. De acordo com a Tabela 2, a quantidade de tióis por grama de NP, formou uma 
quantidade de grupamentos S-NO suficiente para promover ações biológicas 
desejáveis56. Posteriormente foram realizadas etapas, onde o foco é a nitrosação 
dos tióis e as respostas biológicas dessas partículas em cultura de células saudáveis 
e tumorais.  
 
4.2. Difração de Raios X (DRX) 
4.2.1. Nanopartículas contendo MSA obtidas por coprecipitação com 
ácido oleico 
A figura 15 mostra os difratogramas de raios X das amostras feitas por 
coprecipitação em meio ácido, recobertas com MSA, depois da troca de ligantes, 
nas razões molares, metal:ligante de 1:40 e 1:20, respectivamente.  
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Figura 15: Difratogramas das NPs superparamagnéticas recobertas com ácido oleico e MSA 
nas razões molares 1:40 e 1:20, respectivamente.  
 
Os difratogramas para todas NPs superparamagnéticas apresentaram 
reflexões referentes à magnetita (Fe3O4) (JCPDS#: 110614). Assim, através da 
figura 15 pode-se observar que a funcionalização na superfície das mesmas por 
adsorção de ácido oleico e posterior troca por MSA, não alterou a estrutura 
cristalográfica das NPs. A partir dos ajustes da função representada na equação 4 
para cada pico de difração, tem-se os ângulos de Bragg para os planos cristalinos 
(hkl). A Tabela 3 apresenta os ângulos de Bragg para cada plano cristalino 
identificado para as amostras contendo ácido oleico e MSA nas razões molares Fe: 
ligante investigadas (JCPDS#: 110614). 
 
Tabela 3: Ângulos de Bragg para cada plano cristalino identificado das 
amostras contendo ácido oleico e MSA. 
Plano de reflexão 
(hkl) 
2 (graus) 
ficha 
JCPDS#: 
110614 
2 
(graus) 
experimental 
(220) 30,10 30,10 (1) 
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(311) 35,42 35,55 (1) 
(400) 43,05 43,24 (1) 
(422) 53,39 53,62 (1) 
(511) 56.94 57,03 (1) 
(440) 62,52 62,68 (1) 
(511) 70,95 71,15 (1) 
(533) 74,00 74,30 (1) 
 
Supondo uma superposição de gaussianas, o tamanho médio de grãos 
estimado pela fórmula de Scherrer (equação 5), através da reflexão (311) para as 
amostras foi de aproximadamente 11 nm para as amostras. Não há uma diferença 
significativa no tamanho médio de grão quando trocamos o ligante hidrofóbico para 
hidrofílico em diferentes proporções.  
Além do ligante MSA, investigou-se também o aminoácido L-cisteína (figura 
10) que é um ácido aminado rico em enxofre. Não é classificada como um 
aminoácido essencial porque o organismo pode sintetizar a partir da metionina.  A 
cistina é um componente importante da pele e do cabelo. É responsável pela sua 
textura e flexibilidade, devido à sua ação antioxidante. Portanto, além de ser uma 
molécula biocompatível, possui grupamento tiol, (-SH) livre para que seja nitrosado, 
formando grupamentos SNO e assim tornando a NP um veículo de liberação de NO, 
assim como a MSA. A cisteína é um aminoácido que possui estrutura cristalina (Fig. 
16 b), ela apresenta duas estruturas cristalinas principais: ortorrômbica e 
monoclínica, portanto dados de raios-X são insuficientes para determinar a posição 
do hidrogênio do grupo tiol desta molécula57. 
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A figura 16 a indica os difratogramas de raios X das amostras recobertas com 
a cisteína nas proporções metal:ligante 1:20 e 1:40, respectivamente. 
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(a)                                                                  (b) 
Figura 16: (a) Difratogramas das NPs magnéticas recobertas com cisteína nas razões 
molares 1:40 e 1:20, respectivamente; (b) Difratograma da cisteína livre.  
 
 A figura 16 (a) revela algumas reflexões referentes à magnetita (Tabela 2) e, 
portanto, pode-se inferir que não há mudança de estrutura nas amostras feitas nas 
duas razões molares. Podem-se notar reflexões referentes à cisteína e algumas 
referentes à da magnetita (indicadas). 
Através das análises destes difratogramas é possível notar que a estrutura da 
magnetita é preservada após a funcionalização da superfície com diferentes 
ligantes.  
 
4.2.2. Nanopartículas obtidas por coprecipitação sem ácido oleico 
Nesta série de métodos sintéticos, o principal objetivo foi de observar se sem 
a etapa de recobrimento com o ligante hidrofóbico as NPs superparamagnéticas 
apresentariam as mesmas características estruturais, morfológicas e magnéticas. A 
figura 17 (a) indica um difratograma das NPs superparamagnéticas recobertas 
diretamente com o ligante MSA na razão molar metal:ligante 1:2. A figura 17(b) 
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mostra os difratogramas das amostras recobertas diretamente com cisteína nas 
razões molares 1:20 e 1:40, respectivamente.  
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                       (a)                                                             (b) 
Figura 17: (a) Difratograma das NPs recobertas diretamente com MSA na razão molar 1:2; (b) 
Difratogramas das NPs recobertas diretamente com cisteína nas razões molares 1:20 e 1:40, 
respectivamente.  
 
Observando a figura 17 (a), é possível notar as reflexões da magnetita e um 
tamanho médio de grão de 11 nm. Isto mostra que a síntese feita sem o ácido oleico 
proporcionou a obtenção de NPs superparamagnéticas menores. Importante 
ressaltar que quando se utilizou as razões molares metal:ligante padrões (MSA), ou 
seja, 1:40 e 1:20, não houve formação de precipitado. A solução foi evaporada e os 
sólidos destas evaporações foram caracterizados e seus difratogramas não 
mostraram nenhuma reflexão referente à magnetita, além de não serem magnéticos 
na presença de um imã. Portanto foram descartadas as sínteses feitas de modo 
direto com o ligante MSA. Este fato pode ser explicado com base na menor 
densidade eletrônica do ligante MSA em relação à cisteína (figura 10), e, portanto, a 
necessidade do processo de troca de ligantes, no qual é necessário um ligante 
intermediário como a molécula de dimetilsulfóxido atuando como ponte entre ácido 
oleico e MSA.  
A figura 17 (b) ilustra os difratogramas das NPs superparamagnéticas 
recobertas com cisteína nas duas razões molares estudadas. É possível observar 
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que as reflexões referentes à magnetita também estão encobertas e menos 
definidas como àquelas mostradas na figura 16 (a). 
Através das análises estruturais fornecidas pela difração de raios X, foi 
possível notar que os ligantes nas superfícies das partículas preservaram a estrutura 
da magnetita, o que é de extrema importância, uma vez que se pretende conservar a 
propriedade superparamagnética da magnetita para que estes nanosistemas atuem 
como veículos carreadores.   
 
4.3. Espectroscopia Vibracional na região do infravermelho 
4.3.1. Nanopartículas obtidas por coprecipitação com ácido oleico 
A figura 18 representa espectros FTIR das NPs superparamagnéticas 
recobertas com MSA através da troca de ligantes. É possível observar bandas em 
torno de 590 cm-1. Estas bandas são relativas à ligação Fe-O-Fe58. Além disto, as 
bandas em 3440 cm-1 (OH), 1600 cm-1 (assim.COO) e 1400 cm
-1 (sim.COO) são 
atribuídas aos grupos carboxílicos dos ligantes.  Notam-se ainda, duas bandas em 
torno de 2800 e 2900 cm-1 que são atribuídos aos estiramentos CH alifáticos.  
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Figura 18: Espectros de FTIR para as amostra de NPs obtidas em meio ácido, recobertas 
pelo ligante ácido oleico, Fe-MSA (1:40), Fe-MSA (1:20), respectivamente. 
 
É possível notar uma banda muito sutil ao lado da banda referente ao 
estiramento ativo CO2, na região de 2340 cm
-1, apenas para as amostras contendo 
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MSA. Este fato infere a presença do grupo tiol livre da molécula de MSA59 e é 
corroborado pelas medidas de quantificação com DTNB. A ausência de bandas em 
400 e 500 cm-1 evidencia que não há dimerização S-S dos grupos tióis na obtenção 
do sistema NPs-MSA. 
A figura 19 representa os mesmos espectros das NPs contendo os ligantes 
MSA em diferentes proporções ampliados na região entre 2450 cm-1 a 2300 cm-1. É 
possível ver uma pequena banda que indica o grupamento (-SH) livre. 
 
Figura 19: Ampliação da região entre 2450 a 2300 cm
-1
dos espectros de FTIR das amostras 
NPs-MSA nas proporções Fe:MSA 1: 20 e 1:40, respectivamente. 
 
Na Tabela 4 estão compilados os principais modos vibracionais para análise 
de espectros FTIR para as NPs de óxido de ferro. 
 
Tabela 4: Principais modos vibracionais para análise de espectros FTIR 
para as NPs de óxido de ferro60,61,62 
Ligação Modo vibracional Valor (cm-1) 
Fe-O-Fe 
estiramento 
deformação 
566-632 
400-440 
O-H estiramento 3400-3500 
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deformação 920-1200 
C-O (simétrico) estiramento 1000-1400 
COO- (assimétrico) estiramento 1520-1600 
S-H (livre) estiramento 2370-2570 
 
Em relação aos compostos funcionalizados com cisteína, dentre as principais 
características do espectro da cisteína livre, qual apresenta grande número de 
bandas, temos duas bandas intensas atribuídas aos estiramentos, NH em torno de 
3400 cm-1 e estiramentos, OH em 3000 cm-1 dos grupos amino e carboxílico, 
respectivamente do ligante cisteína; bem como diferentes bandas na região de 1390 
cm-1 a 1615 cm-1, referentes aos diferentes tipos de carbonila da molécula de 
cisteína. Em 1714 cm-1 refere-se à carbonila de ácido carboxílico e as bandas em 
1660 e 1620 cm-1 que são atribuídas aos modos da amida. Já as bandas próximas a 
2824 cm-1 são devidas aos modos de estiramento CH2 e CH. Todas essas bandas 
estão sobrepostas à banda referente ao modo de estiramento OH da função 
carboxílica envolvida em um meio com fortes interações intermoleculares (ligação 
com H)63. Importante verificar ainda bandas de baixa intensidade em torno de 2550 
cm-1 que podem ser atribuídas aos SH livres indicando que a adsorção deste 
ligante à superfície da partícula é feita pelo oxigênio da carbonila. Finalmente notam-
se bandas em 580 cm-1 que é indicativa da ligação Fe-O. Não há mudança nas 
bandas associadas aos grupos funcionais indicando quando mudamos as razões 
molares de metal:ligante. 
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Figura 20: Espectros de FTIR das NPs magnéticas recobertas com cisteína nas proporções 
1:40 e 1:20 respectivamente. 
 
4.3.2. Nanopartículas obtidas por coprecipitação sem ácido oleico 
Como citado nos itens anteriores, as amostras de NPs superparamagnéticas 
recobertas diretamente com MSA nas razões molares metal:ligante 1:20 e 1:40 
formaram soluções que foram evaporadas (rotaevaporador). A figura 21 elucida os 
espectros FTIR dos produtos destas evaporações. 
Podemos notar uma supressão das bandas referentes às NPs 
ferromagnéticas. Estas amostras foram analisadas por difração de raios X, e não 
houve reflexões referentes à magnetita. O espectro referente à amostra recoberta na 
razão molar metal:ligante 1:2 (figura 17 a) está representado na figura 22. Percebe-
se que não há bandas referentes ao ligante indicando que nesta proporção não há 
funcionalização.  
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Figura 21: Espectros de FTIR das amostras recobertas diretamente com o ligante MSA nas 
razões molares 1:40 e 1:20, respectivamente. 
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
2
4
6
8
10
12
14
16
 
 
%
 d
e
 t
ra
n
s
m
it
â
n
c
ia
numero de ondas (cm
-1
)
 NPs-MSA 1:2
 
Figura 22: Espectro de FTIR das amostras recobertas diretamente com o ligante MSA na 
razão molar 1:2. 
 
Foram realizadas também medidas de FTIR para as amostras recobertas 
diretamente com o aminoácido cisteína nas razões molares metal ligante 1:40 e 
1:20. A figura 23 mostra o espectro de FTIR para a amostra recoberta com cisteína 
na razão molar 1:20.  
 
69 
 
4000 3000 2000 1000
30
60
90
Fe-O
COO
-
SH
NH
2
 
 
%
 t
ra
n
sm
itâ
n
ci
a
 
numero de onda (cm-1)
 NP: Cys (1:20)
NH
3
 
Figura 23: Espectro de FTIR das amostras recobertas diretamente com o ligante cisteína na 
razão molar 1:20. 
 
Podem ser verificadas bandas referentes à cisteína, em torno de 3400 cm-1 
devido ao estiramento de ligações NH2. Outras bandas bem pequenas aparecem 
entre 3200 cm-1 a 2600 cm-1 correspondentes ao modo de estiramento de grupos 
NH3
+ relacionadas, provavelmente, com a forma zwitteriônica da cisteína (figura 24) 
e sobrepostas à banda de estiramento OH. 
 
Figura 24: Forma zwitteriônica de um aminoácido, R = SH. 
 
Uma banda correspondente ao modo de estiramento assimétrico sCOO- 
(estrutura zwitteriônica) é observada em 1600 cm-1. O modo de deformação 
assimétrico NH2/NH3
+ ocorre em aproximadamente 1588 cm-1. A banda em 1461 
cm-1 é devida ao modo de estiramento assimétrico do COO-. É possível notar a 
presença de duas pequenas bandas em 2550 e 2655 cm-1, atribuídos aos grupos 
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tiois (-SH) livres da cisteína. Pode-se notar ainda a banda em torno de 590 cm-1 da 
ligação Fe-O.  
Os dados fornecidos pela espectroscopia vibracional na região do 
infravermelho juntamente com a difração de raios X indicaram que as NPs 
superparamagnéticas obtidas com os ligantes biocompatíveis recobertos 
diretamente na superfície das mesmas, são semelhantes estruturalmente àquelas 
obtidas em duas etapas. A otimização deste método de síntese pela coprecipitação 
se faz importante, uma vez que o foco principal deste trabalho é a aplicação destas 
NPs superparamagnéticas na área médica, portanto eliminar ligantes hidrofóbicos é 
de extrema importância neste sentindo. Além de podermos estruturar e desenvolver 
esta pesquisa, seguindo o conceito da sustentabilidade, visando a redução/ 
eliminação do uso de solventes orgânicos. 
 
4.4. Microscopia Eletrônica de Transmissão 
4.4.1. Nanopartículas obtidas por coprecipitação com ácido oleico 
 A figura 25 ilustra imagens de TEM para as amostras (a) recobertas com 
ácido oleico; (b) recobertas com MSA (1:20). Os resultados mostram a diminuição 
dos aglomerados quando realizada a troca do ligante hidrofóbico ácido oleico para o 
ligante biocompatível MSA, o que confirma o descrito na literatura anteriormente. 
Também foi possível visualizar que as partículas são esféricas. Tal troca de ligantes 
produziu partículas solúveis em água, propriedade essencial para as aplicações 
biomédicas.  
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Figura 25: (a) Nanopartículas recobertas com ácido oleico e (b) com MSA. Escala 100nm. 
 
A figura 26 elucida as curvas de distribuição de tamanhos indicando que 
quando se faz a troca do ligante hidrofóbico pelo hidrofílico (MSA), as partículas 
apresentam menor polidispersividade. Foram contadas no mínimo 300 partículas de 
uma série de imagens para realização destas curvas.  
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Figura 26: (a) Curvas de Distribuição de tamanhos para as NPs com ácido oleico e (b) com 
MSA. 
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A figura 27 (a) ilustra a micrografia para as amostras recobertas com a 
cisteína na razão molar Fe:cisteína (1:20), enquanto a figura 27 (b) representa a 
imagem para as amostras recobertas com cisteína nas proporções 1:40. As imagens 
mostram que ao recobrir as NPs com cisteína, pelo método da troca de ligantes 
apesar da preservação da morfologia das NPs, há claramente a formação de 
aglomerados, principalmente nas amostras com um maior excesso de cisteína.  
  
                           (a)                                                       (b) 
Figura 27: (a) Nanopartículas recobertas com Fe:cisteína 1:20 e (b) Fe:cisteína 1:40. Escala 
100 nm. 
 
Este fato pode ser atribuído, além da ocorrência de agregados da cisteína 
livre, a presença do ligante hidrofóbico na superfície das NPs. 
  
4.4.2. Nanopartículas obtidas por coprecipitação sem ácido oleico 
A figura 28 mostra uma imagem representativa da amostra de NPs recobertas 
diretamente com o ligante cisteína na razão molar Fe:cisteína 1:20 (a), bem como a 
curva de distribuição de tamanhos (b). Nesta imagem as partículas estão com uma 
melhor distribuição de tamanhos e melhor formato (esféricas).  
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                               (a)                                                        (b) 
Figura 28: (a) Imagem das NPs funcionalizadas diretamente com cisteína, Fe:cisteína 1:20. 
Escala 100nm. (b) Curva de distribuição de tamanhos para a amostra Fe:cisteína 1:20. 
 
Quanto ao aspecto morfológico o que foi observado na figura 28, indica que a 
funcionalização direta da superfície das NPs com o ligante cisteína foi mais eficiente 
do que quando se realiza a troca de ligantes. 
As análises quanto às morfologias dos sistemas evidenciam tamanhos 
compatíveis com os observados pela técnica de DRX. Percebe-se que após a troca 
do ligante hidrofóbico pelos ligantes hidrofílicos ou pela funcionalização direta as 
partículas preservaram sua forma esférica, porém quando há a funcionalização 
direta da superfície das NPs com o ligante cisteína na razão molar Fe:cisteína 1:20, 
notou-se NPs menos aglomeradas com tamanhos médios em torno de 13 nm. Esta 
informação dada pela técnica de TEM e corroborada pelas técnicas estruturais 
mostram que estes sistemas são potenciais veículos para os ensaios biológicos, 
uma vez que são sistemas inéditos e obtidos sem ligantes orgânicos.  
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4.5. Medidas magnéticas 
4.5.1. Nanopartículas obtidas por coprecipitação com ácido oleico 
A figura 29 representa as curvas de histereses das amostras obtidas com 
ácido oleico e depois da troca de ligante com MSA na razão molar metal:ligante 
1:20. Nestes gráficos de magnetização em função do campo magnético aplicado, 
estão apresentados os valores de magnetização em unidades emu/g de NPs. 
Importante ressaltar que estes dados já estão normalizados pela massa da amostra. 
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Figura 29: Curvas de histereses das amostras de NPs recobertas pelos ligantes ácido oleico e 
MSA na razão molar metal:ligante 1:20, respectivamente. 
 
Através da figura 29 pode-se observar que as amostras possuem 
comportamento superparamagnético antes e depois da troca de ligante. A 
magnetização das duas amostras é em torno de 60 emu/g, mesmo com o 
recobrimento feito na razão molar metal:ligante, 1:20 de MSA, não houve diminuição 
significativa da magnetização. 
 
4.5.2. Nanopartículas obtidas por coprecipitação sem ácido oleico 
 A figura 30 apresenta as curvas de magnetização para as NPs recobertas 
com cisteína com e sem a troca de ligantes em diferentes razões molares 
metal:ligante.  
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Figura 30: Curvas de histereses das amostras de NPs recobertas pelos ligantes cisteína na 
razão molar metal:ligante 1:20 (com troca de ligante); 1:40 (sem troca de ligante) e 1:20 (sem troca de 
ligante), respectivamente. 
 
Os dados magnéticos para este conjunto de amostras revelam que mesmo 
com uma magnetização inferior aquelas NPs superparamagnéticas recobertas com 
MSA (60 emu/g), as NPs recobertas com cisteína apresentam comportamento 
superparamagnético. Interessante observar também que as amostras recobertas 
com cisteína diretamente, ou seja, sem a etapa do ácido oleico apresenta uma 
magnetização de saturação maior do que aquela na qual houve a troca de ligantes. 
Estes dados em conjunto com a morfologia e estrutura corrobora que estes materiais 
são potenciais veículos para carreadores de drogas, além de poderem ser utilizados 
como agente de contraste em RMI. 
 
4.6. Medidas de liberação de Óxido Nítrico  
Para detecção do NO liberado realizou-se medidas amperométricas, 
utilizando um microeletrodo em uma solução de GSNO (Glutationa Nitrosotiol) com 
concentração 100 M, acrescentando 5 mg de EDTA como agente complexante e 
solução de CuCl2 com concentração de 2,4 M. Essas medidas são realizadas em 
tempo real, por amperometria em potencial constante. Para cada medida é 
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necessário realizar uma calibração do equipamento64, para averiguar a concentração 
de cada aplicação. Na tabela 5 estão descritos os resultados obtidos nesta medida: 
 
Tabela 5: Medida amperométrica de liberação de NO pelo método do 
CuCl2 
Amostra Corrente (pA) 
Quantidade de NO/ g de NP 
(Mol) 
NP: Cys (1:10) 69,889 66,75 
NP: Cys (1:20) 72,146 75,81 
NP: Cys (1:40) 82,204 80,16 
 
Através dos dados mostrados acima foi possível determinar a quantidade de 
NO liberado na presença de luz, ou seja, não realizou-se experimentos no escuro. 
Pode-se observar que quando o sistema possui uma quantidade maior de cisteína 
na superfície da NP, há uma quantidade maior de liberação da molécula de NO. 
Este fato faz sentido, uma vez que se aumentamos a quantidade de grupamentos 
SNO na superfície das partículas há uma liberação maior desta molécula. Mesmo 
assim, escolheu-se o sistema com a razão molar Fe:cisteína (1:20) para os ensaios 
biológicos, pois este sistema também libera uma quantidade significativa e suficiente 
de NO, além de ter sido o sistema que apresentou as melhores respostas quanto às 
caracterizações físico-químicas. 
 
4.7. Nanopartículas obtidas por termodecomposição 
Como visto na parte introdutória as sínteses realizadas através do método da 
termodecomposição resultam em NPs superparamagnéticas com tamanhos 
específicos desejados. Para isso é necessário controlar os parâmetros de síntese, 
como a reatividade da superfície, temperatura de decomposição do composto 
organometálico, razão metal ligante, agitação constante, injeção dos reagentes, 
entre outros.  
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A formação de NPs por este método de síntese segue o mecanismo proposto 
por La Mer16. A figura 31 ilustra o meio reacional, no qual as NPs de Fe metálicas 
foram obtidas.  
 
                           (a)                                                        (b) 
Figura 31: (a) Linha de vácuo utilizada para realizar a termodecomposição e (b) NPs obtidas. 
 
A figura 32 mostra um difratograma das NPs de Fe obtidas pela 
termodecomposição do composto de coordenação acetilacetonato de ferro (III), 
Fe(Acac)3. O difratograma mostra reflexões bem largas sugerindo a formação de um 
material nanoestruturado. A presença destas reflexões indica a formação da 
magnetita (Fe3O4) (JCPDS 20-596). Quando obtem-se a amostra ela está como NP 
metálica, ou seja, o ferro está em estado de oxidação 0. Porém em contato com o ar, 
há um começo de oxidação e a formação do óxido aponta para a magnetita através 
das posições das reflexões. A largura das mesmas indicou, também, que o material 
obtido por esta síntese possui tamanhos menores do que aqueles obtidos pelo 
métodos da coprecipitação. O tamanho médio dos grãos foi em torno de 6 nm. Estes 
dados foram obtidos a partir da equação de Scherrer, levando em consideração a 
reflexão (311) de Bragg.  
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Figura 32: Difratograma de raios X das NPs recobertas com ácido oleico obtidas pelo método 
da termodecomposição. 
 
A figura 33 (a) ilustra uma imagem de microscopia eletrônica de transmissão 
para a amostra de Fe obtida por termodecomposição. A figura 33 (b) ilustra a 
distribuição de tamanhos realizada para estes sistemas. O tamanho médio das NPs 
obtidos pelas imagens de TEM está compatível com aquele calculado pelas 
reflexões na DRX.  
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                         (a)                                                            (b)   
Figura 33: (a) Imagem de TEM para NPs de Fe obtida por termodecomposição; (b) 
Histograma de distribuição de tamanhos para NPs de Fe obtida por termodecomposição. 
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É possível notar claramente através da imagem representada pela figura 33 
(a) uma melhor formação e distribuição de tamanhos com as amostras obtidas por 
este método. Ainda foi possível observar em algumas partículas um tipo de 
formação core shell no qual há uma casca de óxido e um núcleo de Fe. 
Vale ressaltar aqui que as NPs já foram obtidas recobertas com ácido oleico. 
Portanto foram realizadas as trocas de ligantes da mesma maneira descrita  no ítem 
3.3 para os sistemas sintetizados através da coprecipitação.  
A figura 34 mostra as curvas magnéticas destas NPs recobertas com MSA e 
cisteína.  
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Figura 34: Curvas magnéticas para as amostras NPs recobertas com MSA 1:20, MSA 1:40 e 
cisteína 1:20, respectivamente.  
 
Através destas curvas foi possível observar o comportamento 
superparamagnético com os sistemas contendo os dois ligantes investigados. 
Notou-se, ainda uma maior magnetização para a curva contendo NPs:cisteína 
(1:20).  
Considerando o conjunto de todos os dados das caracterizações obtidas o 
sistema nanoparticulado escolhido para a realização dos ensaios biológicos , foi o  
Fe:cisteína na razão molar 1:20 com a funcionalização direta obtida pelo método de 
coprecipitação, como serão mostrados nos itens subsequentes.  
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4.8. Ensaios Biológicos  
 
4.8.1. Ensiaos realizados na Universidade de Sorocaba 
4.8.1.1. Análises por citometria de imagem 
Para a realização deste ensaio foram utilizados 100 uL da cultura de células 
(linfócitos e 3T3) para tratamento. O teste baseia-se na imagem das células e sua 
interação com os reagentes utilizados, sendo possível distinguir a porcentagem de 
células viáveis, porcentagem de células apoptóticas e porcentagem de células 
mortas. A análise de apoptose necrose, utilizada neste trabalho tem como princípio 
do teste o uso de Anexina V marcada, a qual reconhece Fosfatidil Serina e Iodeto de 
Propidio que reconhece DNA. Em células normais a Fosfatidil Serina encontra-se 
internamente próximo a membrana e o DNA envolto pela membrana nuclear. 
Quando uma célula entra em apoptose existe a liberação de Fosfatidil Serina para o 
exterior da membrana, este na presença de Anexina V marcada é reconhecido e isto 
resulta numa coloração esverdeada a célula. As células em necrose existem uma 
permeabilidade de membrana o que permite que a Anexina V marcada e Iodeto de 
Propidio invadam a célula ocorrendo o reconhecimento Iodeto de Propidio, ficando a 
célula corada de verde e vermelha, o que leva a uma coloração final amarela. Para 
tratamento dos dados, observou-se os resultados baseados no número de células 
encontradas (vivas, apoptóticas e necróticas) em cada um dos tratamentos. A seguir 
foram realizados os índices relativos para cada tratamento, onde o número de 
células para cada tratamento foi dividido pelo número de células encontradas no 
controle negativo. 
 
4.8.1.2. Ensaio Cometa 
Para a montagem das laminas, as células foram homogeneizada com 120 µL 
de agarose baixo ponto de fusão (LMP) a 0,8%, o material foi dispensado em 
lâminas pré-gelificadas com 1,5% de agarose normal. O material foi coberto com 
lamínulas e as lâminas foram deixadas por 5 minutos na geladeira. Posteriormente 
as lamínulas foram retiradas e as lâminas colocadas em solução de lise (1 mL 
Triton-X + 10 mL DMSO + 89 mL de solução estoque: 2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 
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10 mM Tris; 8 g NaOH; 1% Na lauryl sarcosinato; pH 10), onde ficaram por 40 
minutos. Após a lise, as lâminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese e 
cobertas com um tampão alcalino (30 mL NaOH 10 N + 5 mL EDTA 0,2 mol/ L, pH 
10 + 965 mL H2O), permanecendo em descanso por 20 minutos. Posteriormente 
passaram pela “corrida” de eletroforese pelo período de 20 minutos a 1,16 V/cm (25  
V e 300 mA). Finalizada a corrida as lâminas foram neutralizadas em solução Tris 
0,4 mol/L  pH 7,5 por 15 minutos e deixadas no fixador (etanol) por 10 minutos. Após 
esses procedimentos as lâminas passaram por coloração em prata. A leitura do 
teste cometa foi realizada por microscopia óptica com objetiva 20x. Os níveis de 
danos foram classificados entre 0 a 4, sendo 0 nenhum dano e 4 maior dano. 
Durante a análise das lâminas foi possível observar a existência de células com 
características apoptóticas, ou seja, ausência de cabeça do cometa e cauda longa 
devido a migração de DNA danificado. 
 
4.8.1.3. Análises estatísticas 
A análise estatística dos ensaios de genotoxicidade será realizada usando 
análise de variância (One-way ANOVA com teste a posterior de Tukey-Kramer). 
Serão consideradas diferenças significantes como p<0.05.  
 
4.8.1.4. Resultados células saudáveis 
Conforme já mencionado, para este testes foi utilizado o sistema de 
nanopartículas funcionalizadas diretamente com o ligante hidrofílico cisteína, na 
razão molar 1:20. Adotaremos a seguinte legenda para os gráficos a seguir: 
nanopartículas tioladas (FT) e nanopartículas nitrosadas (FN).  
 
82 
 
 
Figura 35: Análise Cometa dos sistemas NPs Ferro Nitrosadas (FN) e NPs Ferro Tioladas 
(FT) em linfócitos. 
 
A figura 35 ilustra a análise cometa das FT e das FN, onde é possível 
observar que em relação às análises cometa a toxicidade das FT em linfócitos foram 
semelhantes ao controle negativo, e em relação às FN houve uma danificação no 
DNA. Já para as amostras em concentrações menores (0,01 mg/mL), observou-se 
uma diferença significativa dos dois sistemas FT e FN em relação aos controles. 
 
Figura 36: Viabilidade Celular em linfócitos no tratamento com sistemas NPs Ferro Nitrosadas 
(FN) e NPs Ferro Tioladas (FT). 
 
Porém com relação a análises de viabilidade podemos notar que ocorreu 
morte celular significativa no tratamento com FT em ambas as concentrações e no 
tratamento com FN na concentração 0,01 mg/mL (figura 36). Este fato indica um 
efeito tóxico das FT.  
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Figura 37: Tratamento Celular em CHO no tratamento com sistemas NPs Ferro Nitrosadas 
(FN) e NPs Ferro Tioladas (FT). 
 
Os resultados em tratamentos realizados utilizando-se células CHO 
mostraram a ocorrência de danos de DNA em ambos os tratamentos na 
concentração 0,01 mg/mL, porém os danos ocorridos em células expostas a FT 
foram superiores as células expostas em FN, as FT também apresentaram índices 
de danos significativos em concentração 0,1 mg/mL (figura 37). 
Com relação a viabilidade celular as células CHO tratadas com FT não 
apresentaram morte significativa em ambas concentrações, porém as células 
tratadas com FN em ambas concentrações mostraram perda significativa da 
viabilidade celular (figura 38). 
 
 
Figura 38: Viabilidade Celular em CHO no tratamento com sistemas NPs Ferro Nitrosadas 
(FN) e NPs Ferro Tioladas (FT). 
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Os resultados evidenciaram que a morte celular não ocorreu devido a danos 
de DNA, isto é reafirmado com os resultados obtidos com relação à viabilidade onde 
mostram que as mortes ocorridas nos tratamentos foram devido à necrose celular. 
Os dados acima podem em um primeiro momento parecer contraditórios em 
relação aos sistemas já estudados pelo grupo41.  Porém deve-se levar em conta a 
concentração das partículas. Observamos que em concentrações maiores as FT 
podem possuir ações tóxicas, estresse oxidativo, ao mesmo tempo em que altas 
concentrações destas partículas contendo NO podem “proteger” as células da 
toxicidade do ferro. Ou seja, um efeito reverso ao que investigamos em 
concentrações menores.  Isto se faz coerente uma vez que a molécula de NO pode 
atuar como pró ou antioxidante, assim como, pró ou antiapoptótico. Em altas 
concentrações de partículas tioladas, tem-se uma toxicidade do ferro, e ainda, uma 
ação protetora de NO. 
 
4.8.2. Ensaios realizados na Universidade Federal de São Paulo 
4.8.2.1. Resultados células tumorais 
O sistema utilizado para estes ensaios também foram as nanopartículas 
funcionalizadas diretamente com o ligante hidrofílico cisteína, na razão molar 1:20. 
As NPs superparamagnéticas tioladas (Cys-SPION) e NPs superparamagnéticas 
liberadoras de NO (-S-nitrosoCys SPION) foram incubadas em diversas 
concentrações por 24 horas para análise da citotoxicidade. Posteriormente, a 
viabilidade celular foi analisada pelo ensaio de redução de resazurina e os 
resultados representam as médias ± SD de um ensaio efetuado em sextuplicado. Os 
dados foram expressos em relação ao controle a viabilidade das células (100%).  
Os testes foram realizados nas células: K562, que são células Leucemia 
mielóide crônica, (1x105/ml); células Lucena, que são Leucemia mielóide crônica 
resistente células multirresistentes, (1x105/ mL); leucemia aguda das células T (linha 
de células de Jurkat), (1x105/ mL).*p<0,05 em comparação com células de controle; 
carcinoma do pulmão de Lewis (3LL), (1x104/ poço). *p <0,05 em comparação com o 
controle.   
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Figura 39: Citotoxicidade de NPs superparamagnéticas liberadoras de NO em células K562. 
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Figura 40: Citotoxicidade de NPs superparamagnéticas liberadoras de NO nas células 
Lucena. 
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Figura 41: Citotoxicidade de NPs superparamagnéticas liberadoras de NO, em agudo T nas 
células leucemia (linha celular Jurkat). 
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Figura 42: Citotoxicidade de NPs superparamagnéticas liberadoras de NO em carcinoma do 
pulmão de Lewis (3LL). 
 
 
Conforme é possível observar nas figuras 39, 40, 41 e 42 os resultados 
mostraram que em baixas concentrações tiolada (cys) e com o grupo NO (S-NO) 
exibem baixa citotoxicidade em ambos os tipos de células. No entanto, as 
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concentrações mais elevadas as tioladas exibiu efeitos citotóxicos, enquanto que 
houve uma “proteção” das nitrosadas nas células (figura 41 e 42), e também 
promoveram a proliferação celular, como visto para outras células, no item 4.7.1.3.  
Em termos de citotoxicidade não foi possível focar somente na molécula de 
NO, pois muitos novos fatores influenciam na toxicidade das NPs, como o tamanho 
médio, a matéria prima que a compõe, a superfície de contato, a porosidade, a carga 
superficial e a estabilidade da suspensão coloidal. 
Estudos anteriores41 testados com o MSA eram sistemas menos solúveis, as 
partículas menores internalizavam nas células acarretando danos ao DNA (quando 
nitrosadas). Já as NPs maiores não entravam nas células, em função da formação 
de grandes aglomerados e por isto as tioladas não causavam toxicidade e as 
nitrosadas causavam por reações de transnitrosação.  
Com o sistema contendo cisteína as NPs são mais solúveis e provavelmente 
foi atingido um ponto de estabilidade e agregação que pode ser tóxico para as 
células, quando em altas concentrações. Assim o NO teria um efeito protetor. Novos 
experimentos em trabalhos posteriores serão realizados para elucidar melhor estes 
resultados interessantes que propiciam outras linhas de pesquisa.  
 
4.8.3. Incorporação das nanoparticulas tioladas em células HeLa e 
tronco e análise por RMI 
Primeiramente foram testadas as transfecções das NPs recobertas com MSA 
e diretamente com cisteína em células HeLa e células tronco mesenquimais.  
As células HeLa foram utilizadas por se tratar de uma linhagem de células de 
câncer de colo de útero muito utilizadas em pesquisas médicas. Elas foram 
incubadas em meio de cultura juntamente com as NPs em forma de ferrofluído 
(solução aquosa de 50 μg/ml). Para verificar a eficácia da transfecção, após a 
incubação as células foram coradas com Azul da Prússia (ou de Perls) e observadas 
sob microscópio óptico. A reação de coloração se processa na interação de íons 
ferrocianeto com íons férricos no interior da célula, resultando em um produto de cor 
azul esverdeado chamado ferrocianeto férrico. Com a dispersão em água das 
amostras contendo MSA, foi realizado um teste de incorporação em células HeLa. 
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Uma imagem de microscopia óptica após 6 horas de incubação e coloração com 
Azul da Prússia pode ser observada na figura 43. 
 
Figura 43: Transfecção de NPs superparamagnéticas recobertas com MSA com 6 h de 
incubação. 
 
A figura 44 elucida a imagem da transfecção das NPs recobertas com cisteína 
(1:20) em células HeLa com 6 horas de incubação.  
 
Figura 44: Transfecção de NPs superparamagnéticas recobertas com cys em células HeLa 
com 6 h de incubação. 
 
Através dessas microscopias óticas, foi possível identificar corados em azul-
escuro aglomerados de NPs incorporadas no interior de algumas células, o que 
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comprova, em princípio, a eficácia das NPs sintetizadas na marcação dessa 
linhagem celular.  
Uma vez observada a eficácia da incorporação nas células HeLa, realizou-se 
outros testes de incorporação nas células tronco mesenquimais. Foi realizada, ainda 
a ressonância de imagem (RMI) com as partículas, mostrando que elas são bons 
agentes de contraste.  
 A figura 45 compila a imagem de microscopia ótica das NPs contendo 
cisteína incubada por 6 horas (a) e a imagem de RMI das partículas em agarose (b). 
Foi possível verificar um aumento no contraste das placas de agarose quando as 
mesmas contêm NPs.  
 
  
                        (a)                                                                (b)                                                    
Figura 45: (a) Transfecção de NPs superparamagnéticas recobertas com cys com 6 h de 
incubação em células tronco; (b) imagem de RMI das NPs em agarose. 
 
Através da imagem de ressonância magnética é possível notar o contraste 
negativo provocado pela presença das NPs no interior das células, apesar da 
agarose utilizada para sua dispersão. Assim, podemos dizer que as amostras são 
eficientes na marcação de células tronco e detecção por aparelhos de RMI clínicos. 
A análise quantitativa da incorporação das NPs pelas células em função do 
tempo de incubação encontra-se na figura 46. 
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Figura 46: Curvas de incorporação das amostras contendo MSA e cys, em células tronco, 
respectivamente. 
 
Para quantificar os valores de T2 das amostras calculou-se a média e o 
desvio padrão dentro de uma região geradora de sinal de cada solução. 
 Abaixo da tabela os mesmos valores são colocados em gráficos para 
facilitar a comparação. Conforme esperado as soluções de água sem partículas 
resultaram em um T2 bem prolongado e os valores caem conforme aumenta-se a 
concentração de partículas contendo cisteína. 
 
Figura 47: Imagem final de T2 (esq.) e uma foto do posicionamento das amostras contendo 
cisteína em diferentes concentrações (dir.) 
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A Tabela 6 ilustra os valores de T2 para as amostras contendo cisteína em 
diferentes concentrações. 
 
Tabela 6: Resultados medidos a partir da imagem de T21 
Amostras NPs-cisteína  
(mg/mL) 
T2 Desvio 
0,001 41 98 
0,005 82 214 
0,010 256 238 
 
Os resultados mostrados na tabela 6 mostram que quanto menor a 
concentração menor valor de T2. Estes resultados são muito promissores, uma vez 
que revelam que foi possível verificar a eficiência destes sistemas como agentes de 
contraste e como consequência uma redução significativa no tempo de relaxação 
T2, como elucidado na parte introdutória.  
Os dados mostrados na figura 47 sugerem que as partículas contendo 
cisteína são mais facilmente fagocitadas pelas células tronco e a maior taxa de 
incorporação ocorre nas primeiras 6 horas de incubação.  
 
  
                                                 
1
 Esses testes serão melhores analisados em pesquisas posteriores, para uma compreensão desse aspecto 
dos resultados obtidos, uma vez que estes são inéditos e inesperados e não há indicativo na literatura. Iremos 
investigar se há uma tendência na diminuição do tempo T2 em relação à diminuição da concentração do sistema 
aplicado. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Foram realizadas as sínteses de NPs pelos dois métodos propostos: 
coprecipitação de sais de Fe e termodecomposição de composto de coordenação.  
As amostras feitas por coprecipitação foram obtidas em dois grupos distintos: 
o primeiro grupo de amostras foi obtido utilizando o ácido oleico e posterior troca dos 
ligantes MSA e cisteína. Para o segundo grupo obtiveram-se amostras recobertas 
diretamente com os ligantes hidrofílicos (tiolados). Estas NPs magnéticas foram 
caracaterizadas por várias técnicas, como difratometria de raios X, espectroscopia 
vibracional na região do Infra Vermelho, microscopia eletrônica de transmissão e 
curvas magnéticas. Os resultados obtidos para os dois grupos suportaram a 
conclusão de que as partículas de Fe3O4 foram recobertas de maneira eficiente. 
Além disso, as reflexões observadas pela técnica de DRX são consistentes com a 
estrutura da magnetita com tamanho médio de grão em torno de 11 nm.  A técnica 
de FTIR corroborou a presença dos ligantes tiolados na superfície das NPs 
magnéticas, estes ligantes foram quantificados como fora demonstrado, pela 
titulação com DTNB. Além disto, as medidas magnéticas mostraram que todas as 
amostras analisadas apresentaram comportamento superparamagnético e através 
da análise morfólogica, nota-se que houve a preservação da morfologia esférica. 
Mesmo após a troca de ligantes a constante de saturação não foi alterada 
significativamente.  
Para os compostos obtidos pela termodecomposição, foi possível notar uma 
eficiente formação das NPs, com as características desejadas.  
Quanto aos primeiros ensaios biológicos foi possível observar nos ensaios 
realizados pela UNISO que a morte celular não ocorreu devido a danos de DNA, isto 
é reafirmado com os resultados obtidos em relação à viabilidade, nos quais 
mostraram que as mortes ocorridas nos tratamentos foram devido à necrose celular. 
Apesar de em um primeiro momento parecerem contraditórios em relação aos 
sistemas já estudados pelo grupo41, levou-se em conta a concentração das 
partículas. Observou-se que em concentrações maiores as NPs tioladas 
apresentaram ações tóxicas, estresse oxidativo, ao mesmo tempo em que altas 
concentrações destas partículas contendo NO houve uma “proteção” destas células 
da toxicidade do ferro. Ou seja, um efeito reverso ao que investigamos em 
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concentrações menores.  Isto se faz coerente uma vez que a molécula de NO pode 
atuar como pró ou anti oxidante, assim como, pró ou anti apoptótico. Em altas 
concentrações de partículas tioladas, tem-se uma toxicidade do ferro, e ainda, uma 
ação protetora de NO. 
Nos ensaios realizados na UNIFESP, foi possível observar que em baixas 
concentrações, NPs tioladas (Cys) e com o grupo NO (S-NO) exibem baixa 
citotoxicidade em ambos os tipos de células. No entanto, as concentrações mais 
elevadas as NPs tioladas exibiu efeitos citotóxicos, enquanto que as nitrosadas 
protegeram as células, e também promoveu a proliferação celular, como visto para 
outras células. Em termos de citotoxicidade não é possível focar somente na 
molécula de NO, pois outros fatores influenciam na toxicidade das NPs, como o 
tamanho médio, a matéria prima que a compõe, a superfície de contato, a 
porosidade, a carga superficial e a estabilidade da suspensão coloidal. Estudos 
anteriores41 testados com o MSA eram sistemas menos dispersos, as partículas 
menores internalizavam nas células acarretando danos ao DNA (quando nitrosadas). 
Já as NPs maiores não entravam nas células, em função da formação de grandes 
aglomerados e por isto as NPs tioladas não causavam toxicidade e as nitrosadas 
causavam por reações de transnitrosação. Este trabalho foi submetido como 
proceeding à revista Journal Physics Conference Series em Novembro/ 2014 (Anexo 
I). 
Com o sistema contendo cisteína, as NPs são mais dispersas e 
provavelmente foi atingido um ponto de estabilidade e agregação que podem ser 
tóxicos para as células, quando em altas concentrações. Assim o NO teria um efeito 
protetor.  
Com os testes para contraste em RMI os resultados mostram que quanto 
maior a concentração maior o valor de T2. Estes resultados são muito promissores, 
uma vez que revelaram a eficiência destes sistemas como agentes de contraste e 
como consequência uma redução no tempo de relaxação T2 em concentrações 
menores. Além de ser observado que as partículas contendo cisteína são mais 
facilmente fagocitadas pelas células tronco e a maior taxa de incorporação ocorre 
nas primeiras 6 horas de incubação.  
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Baseado neste conjunto de dados pode-se sugerir que estas NPs magnéticas 
são bons veículos para carreadores de drogas, assim como marcadores celulares, 
conforme proceeding submetido à revista Journal Physics Conference Series em 
Novembro/ 2014 (Anexo II).  
Deste modo os resultados planejados desta pesquisa foram alcançados e 
serão aprimorados e melhor investigados em trabalhos posteriores. Além disso, esta 
nova investigação deverá se debruçar sobre uma possibilidade que surgiu durante 
as pesquisas e obtenções de resultados: ampliação da aplicabilidade destes 
sistemas nanoestruturados e melhor definição dos comportamentos observados. 
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ANEXOS 
I. Proceeding Submetido para a revista Journal of Physics 
Conference Series, em Novembro/ 2014:   
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II. Proceeding Submetido para a revista Journal of Physics 
Conference Series, em Novembro/ 2014: 
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